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DESCRIPCION
Proteinas de fusién de interleucina-2/receptor alfa de interleucina-2 y métodos de uso
Campo de la invencién

La materia objeto divulgada en el presente documento se refiere en general a proteinas de fusién de interleucina
2/receptor alfa de interleucina-2 y a métodos y composiciones para modular la respuesta inmunitaria empleando dichas
proteinas de fusion.

Declaracion de financiacion federal

La presente invencion se realizé con financiacién gubernamental en virtud de la subvenciéon nimero RO1DK093866,
concedida por el Instituto Nacional de Salud de los EE. UU. (NIH, por sus siglas en inglés), Instituto Nacional de
Diabetes y Enfermedades Digestivas y Renales de los EE. UU. (NIDDK, por sus siglas en inglés). El gobierno posee
determinados derechos sobre la invencion.

Antecedentes de la invencion

La interleucina-2 (IL-2) es un producto biol6gico que se ha utilizado en intentos de estimular las respuestas inmunitarias
en pacientes con cancer y VIH/SIDA. Méas recientemente, se han utilizado dosis mas bajas de IL-2 para estimular
selectivamente la tolerancia y suprimir respuestas inmunitarias no deseadas asociadas a ataques de tipo
autoinmunitario a los propios tejidos. De manera importante, estas dosis bajas de IL-2 no han mostrado ningun signo
de potenciacién o reactivacion de los linfocitos T autorreactivos. Sin embargo, la IL-2 tiene importantes inconvenientes
como agente terapéutico, incluyendo una semivida muy corta in vivo, lo que limita su eficacia, y toxicidad a dosis
elevadas. Por estas razones, se necesitan nuevos productos bioldégicos de IL-2 que tengan una farmacocinética
mejorada y durabilidad de las respuestas para su uso.

El desarrollo de proteinas de fusién de interleucina-2 atenuadas que pueden ser activadas por proteasas se describe
en Puskas et al., Immunology. junio de 2011; 133(2): 206-220 y el documento WO 2011/123683. La proteina de fusién
Albuleucina es una interleucina-2 humana recombinante fusionada genéticamente con alblUmina sérica humana
recombinante. Se dice que la eficacia terapéutica de la Albuleucina mejora en ratones mediante la prolongacién de su
semivida in vivo (Melder et al., Cancer Immunol Immunother. Junio de 2005; 54(6):535-47). La fusi6én de citocinas con
su receptor extracelular podria generar un agonista potente de accién prolongada con absorcién y eliminacién lentas
(Wilkinson et al., Nat Med. Septiembre de 2007; 13(9):1108-13).

Sumario de la invencién

La presente invencién se refiere en un primer aspecto a una proteina de fusidén que comprende: (a) un primer
polipéptido que comprende interleucina-2 (IL-2); en donde el primer polipéptido tiene al menos un 70 % de identidad
de secuencia con la SEQ ID NO: 2 (b) un segundo polipéptido, fusionado en fase de lectura con el primer polipéptido
por un enlazador, en donde el enlazador es la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 13, y en donde el segundo
polipéptido comprende un dominio extracelular del receptor alfa de interleucina-2 (IL-2Ra), en donde el segundo
polipéptido tiene al menos un 70 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 7; que tiene actividad biolégica del
dominio extracelular de IL-2Ra; en donde la proteina de fusién tiene una actividad IL-2 aumentada en comparacion
con la IL-2 nativa; o en donde la proteina de fusién tiene una estimulacién por IL-2 persistente aumentada de linfocitos
portadores de IL-2R in vivo en comparacién con la IL-2 nativa.

En una segunda realizacién, el primer polipéptido que comprende IL-2 tiene al menos un 75 %, al menos un 85 %, al
menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 99 % o un 100 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 2.

En una tercera realizacién, el segundo polipéptido que comprende el dominio extracelular de IL-2Ra tiene al menos
un 75 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 99 % o un 100 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 7.

En una cuarta realizacidn, la proteina de fusién de la invencién comprende (a) la secuencia de aminoécidos de una
cualquiera de las SEQ ID NO: 26, 27, 36, 37, 57 0 59; o (b) una secuencia que tiene al menos un 80 %, 85 %, 90 % o
95 % de identidad de secuencia con una cualquiera de las SEQ ID NO: 26, 27, 36, 57 0 59.

En una quinta realizacién, la proteina de fusién comprende: la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 62; o una
secuencia que tiene al menos un 80 %, 85 %, 90 % o0 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 62.

En un segundo aspecto, la invencién se refiere a un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica la proteina de fusién de la invencién.

En un tercer aspecto, la invencién se refiere a una célula hospedadora que comprende el polinucleétido que codifica
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la proteina de fusién de la invencién.

En un cuarto aspecto, la invencién se refiere a un método de produccién de la proteina de fusién de la invencién,
comprendiendo el método expresar el polinucleétido que codifica la proteina de fusién de la invencién en las células
hospedadoras divulgadas en el presente documento y recuperar la proteina de fusién producida de este modo.

En un quinto aspecto, la invencién se refiere a la proteina de fusién de la invencién para su uso en la disminucién de
la respuesta inmunitaria en un sujeto que lo necesite.

En una primera realizacién de dicho quinto aspecto, el sujeto tiene una enfermedad autoinmunitaria; opcionalmente,
en donde la enfermedad autoinmunitaria se selecciona del grupo que consiste en diabetes de tipo 1, esclerosis
multiple, artritis reumatoide, enfermedad celiaca, lupus eritematoso sistémico, artritis idiopética juvenil, enfermedad de
Crohn, colitis ulcerosa o esclerosis sistémica, enfermedad de injerto contra hospedador, psoriasis, alopecia areata y
vasculitis inducida por el VHC.

En una segunda realizacion, una cantidad terapéuticamente eficaz de la proteina de fusion comprende de 10 a 10° Ul
de actividad IL-2 por adulto o 10*100 veces de actividad IL-2 por adulto.

En una tercera realizacidn, el sujeto es un ser humano.

En un sexto aspecto, la invencidn se refiere a la proteina de fusién de la invencidn para su uso en la potenciacién de
la inmunogenicidad de una vacuna en un sujeto que lo necesite o para superar una respuesta inmunitaria suprimida a
una vacuna en un sujeto que lo necesite.

En una primera realizacion de dicho sexto aspecto, la proteina de fusién y la vacuna han de administrarse
simultdneamente.

En una segunda realizacién, la proteina de fusién y la vacuna han de administrarse secuencialmente en cualquier
orden.

En una tercera realizacién, dicha vacuna es una vacuna contra el cancer.

En una cuarta realizacion, una cantidad terapéuticamente eficaz de la proteina de fusién comprende al menos de 104
a 107 Ul de actividad IL-2 por adulto o 10°£10 veces de actividad IL-2 por adulto.

En una realizacién, el sujeto es un ser humano.
Breve descripcién de los dibujos

La FIG. 1 proporciona un esquema de una proteina de fusiéon IL-2/IL-2Ra, donde L = péptido lider, LK = regién
enlazadora, G = glicina, H = histidina y T = codén de terminacion.

La FIG. 2A y la FIG. 2B proporcionan las secuencias de proteinas deducidas de ejemplos no limitantes de proteinas
de fusidn IL-2/IL-2Ra. La FIG. 2A proporciona las secuencias de proteinas deducidas de ejemplos no limitantes de
proteinas de fusidén IL-2/IL-2Ra de ratén. Las secuencias de IL-2 e IL-2Ra de ratén se muestran arriba y abajo,
respectivamente, de las proteinas de fusién. La secuencia indicada como IL-2 se expone en la SEQ ID NO: 3; la
secuencia indicada como IL-2-(G4S)4-IL-2Ra se expone en la SEQ ID NO: 54; la secuencia indicada como [L-2-
(G48)5-IL-2Ra se expone en la SEQ ID NO: 55; la secuencia indicada como IL-2-(G3S)4-IL-2Ra se expone en la
SEQ ID NO: 56; la secuencia indicada como IL-2-(G3S)3-IL-2Ra se expone en la SEQ ID NO: 57; y el dominio
extracelular de IL-2Ra se expone en la SEQ ID NO: 10. La FIG. 2B proporciona las secuencias de proteinas
deducidas de ejemplos no limitantes de proteinas de fusién IL-2/IL-2Ra humanas. Las secuencias de IL-2 e IL-2Ra
humanos se muestran arriba y abajo, respectivamente, de las proteinas de fusidén. La secuencia indicada como IL-
2 se expone en la SEQ ID NO: 1; la secuencia indicada como IL-2-(G38)2-IL-2Ra se expone en la SEQ ID NO: 58;
la secuencia indicada como |L-2-(G38)3-IL-2Ra se expone en la SEQ ID NO: 59; la secuencia indicada como IL-
2-(G3S)4-IL-2Ra se expone en la SEQ ID NO: 60; la secuencia indicada como IL-2-(G4S)4-IL-2Ra se expone en
la SEQ ID NO: 61; y el dominio extracelular de IL-2Ra se expone en la SEQ ID NO: 7.

La FIG. 3 muestra la bioactividad de las proteinas de fusién IL-2/IL-2Ra. Se transfectaron células COS-7 con los
ADNCc de fusidn IL-2/IL-2Ra con los enlazadores indicados. Los sobrenadantes de estas células se cultivaron con
blastos de linfocitos T activados anti-CD3 para evaluar la actividad IL-2. (A) Respuestas proliferativas de los blastos
T después de diluciones de las proteinas de fusién indicadas. (B) Efecto de anti-IL-2 sobre la proliferacién
estimulada por una dilucién 1:2 del sobrenadante de cultivo que contiene las proteinas de fusién indicadas.

La FIG. 4 muestra la actividad de las proteinas de fusién |IL-2/IL-2Ra purificadas. Se usaron sobrenadantes de
células CHO transfectadas para purificar IL-2/(G3S)s/IL-2Ra e IL-2/(GlysSer)4/IL-Ra mediante cromatografia de
afinidad basada en Niquel contra el marcador 6x-His. (A) Medida de bioactividad de IL-2 mediante proliferacién de
blasto de linfocito T anti-CD3 contra la proteina de fusiéon purificada indicada. (B) El efecto de cada proteina de
fusién purificada para inhibir la unién de los anticuerpos monoclonales anti-IL-2Ra PC61 y 7D4, dirigidos al sitio de
no unién a ligando, a blastos de linfocitos T activados anti-CD3.
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La FIG. 5 muestra que un anticuerpo anti-IL-2Ra monoclonal que se dirige al sitio de unién de IL-2 de IL-2Ra no
puede unirse a la proteina de fusién IL-2/IL-2Ra. Las proteinas de fusién purificadas con enlazadores variables,
como se indica, se incubaron primero con el anticuerpo monoclonal anti-IL-2Ra 3C7, dirigido al sitio de unién a
ligando de IL-2Ra, o el anticuerpo monoclonal 7D4, dirigido a un sitio no de unién a ligando de IL-2Ra. La capacidad
de 3C7 o 7D4 para después unirse a IL-2Ra de superficie celular se evalué usando células EL4 transfectadas con
IL-2Ra.

La FIG. 6 muestra las propiedades bioquimicas de IL-2/IL-2Ra purificada. (A) La IL-2/IL-2Ra purificada se sometid
a SDS-PAGE en condiciones reductoras y no reductoras; IL-2/IL-2Ra se visualizé mediante analisis por
transferencia Western sondando con un anticuerpo dirigido al marcador 6x-His de la proteina de fusion. (B) La
cantidad indicada de IL-2/(GlysSer)s/IL-2Ra purificada se sometié a SDS-PAGE en condiciones reductoras seguido
de tincién con azul de Coomassie.

La FIG. 7 muestra el efecto de la proteina de fusién IL-2/IL-2Ra sobre la transduccién de sefiales dependiente de
IL-2 in vivo. Los ratones C57BL/6 recibieron una Unica inyeccién i.p. de IL-2/(G3sS)s/IL-2Ra (4000 unidades de
actividad IL-2) y los niveles de pSTATS5 en las poblaciones de células del bazo indicadas se evaluaron
inmediatamente. Los niveles de pSTATS se determinaron 0,5 horas después de la inyeccién de la proteina de
fusién IL-2/IL-2Ra. Para los linfocitos T CD4*, las células se sometieron a seleccién para excluir linfocitos Treg
Foxp3*.

La FIG. 8 muestra el efecto de la proteina de fusién IL-2/IL-2Ra en linfocitos Treg in vivo. A ratones NOD se les
inyectd por via i.p. 3 veces (dia 1, 3, 5) la cantidad indicada de actividad IL-2 asociada a IL-2/(G3S)s/IL-2Ra. Se
evalu6 el efecto sobre los Treg para el bazo, los ganglios linfaticos pancreaticos (PLN, por sus singlas en inglés) y
el pancreas 24 horas después de la Ultima inyeccién. Se evalué la proporciéon de Treg en linfocitos T CD4™; la
intensidad fluorescente media (MFI, por sus siglas en inglés) para la expresién de CD25 por Treg después de la
normalizacién a la expresién de CD25 por Treg de ratones tratados con control; el estado proliferativo de Treg
evaluado mediante la expresidén del marcador proliferativo Ki67; y el % de Treg que expresaron Klrgl, lo que marca
una subpoblacién terminalmente diferenciada dependiente de IL-2.

La FIG. 9 muestra la comparacién de la proteina de fusién IL-2/IL-2Ra y la IL-2 recombinante para inducir cambios
en los linfocitos Treg in vivo. A ratones C57BL/6 se les inyectd por via i.p. 3 veces (dia 1, 3, 5) IL-2/(G3S)s/IL-2Ra
(2000 Unidades), IL-2 humana recombinante (25.000 Unidades) o complejos preformados de anti-IL-2 (Jes-6.1;
5 ug) e IL-2 de ratén (10.000 Unidades) (IL2/IC). El efecto sobre los Treg se evalué para el bazo 24, 72 horas y 1
semana después de la ultima inyeccién. Los Treg se evaluaron como se describe en la FIG. 8.

La FIG. 10 muestra que la aplicacién limitada de IL-2 a dosis bajas retrasa la diabetes en ratones NOD. Los ratones
NOD (8 ratones/grupo) recibieron IL-2/IL-2Ra, IL-2Ra soluble o PBS de acuerdo con el programa en (A). Se
controlaron los niveles de glucosa en orina y sangre hasta que los ratones alcanzaron las 40 semanas de edad.
Los ratones se consideraron diabéticos después de 2 lecturas consecutivas de niveles de glucosa >250 mg/dl.

La FIG. 11 demuestra que IL-2/IL-2Ra a dosis alta potencia el desarrollo de linfocitos T CD8* de memoria. Los
ratones C57BL/6 recibieron linfocitos T transgénicos de receptores de linfocitos T OT-| especificos de ovoalbumina
(OVA) restringidos de clase | congénicos. Estos ratones se inmunizaron y se trataron con una aplicacién Unica de
proteina de fusion IL-2/(GsS)s/IL-2Ra, IL2/IC que contiene 15.000 unidades de IL-2, o IL-2 recombinante (25.000
unidades). En los momentos indicados, se evaludé la proporciéon relativa de linfocitos T OT-l dentro del
compartimento de linfocitos T CD8" totales en sangre periférica.

La FIG. 12 muestra el tipo de células de memoria OT-| persistentes sustentadas por la proteina de fusién IL-2/IL-
2Ra a dosis altas: (A) Estrategia de seleccién para identificar células de memoria efectora (EM, por sus siglas en
inglés) y de memoria central (CM, por sus siglas en inglés). (B) Distribucién de células de memoria OT-1 28 y 202
dias después de la inmunizacién para ratones que también recibieron IL-2/IL-2Ra (12.000 unidades).

La FIG. 13 muestra la caracterizacién de proteinas de fusién IL-2/I[L-2Ra humanas que contienen enlazadores de
glicina/serina de longitud variable, como se muestra. (A) Bioactividad IL-2 de IL-2//IL-2Ra humana purificada
usando el bioensayo de CTLL. (B) Analisis por transferencia Western de proteinas de fusién IL-2/IL-2Ra humanas
después de SDS-PAGE en condiciones reductoras.

La FIG. 14 muestra la proteina de fusién IL-2/IL-2Ra humana que se une a anticuerpos monoclonales anti-I1L-2Ra.
Las proteinas de fusion purificadas con los enlazadores indicados se incubaron primero con el anticuerpo
monoclonal anti-IL-2Ra BC96, dirigido a la regién de unién a ligando del IL-2R humano, o el anticuerpo monoclonal
MA257, dirigido a una regién no de unién a ligando del IL-2Ra humano. La capacidad de BC96 o M-A257 para
después unirse a IL-2Ra de superficie celular se evalué usando células CHO transfectadas con IL-2Ra.

La FIG. 15 muestra que IL-2 interactia con el sitio de unién a IL-2 de IL-2Ra en el contexto de proteinas de fusién
IL-2/IL-2Ra humanas. La bioactividad de IL-2 de las proteinas de fusién indicadas con enlazadores de glicina/serina
variables se evalué usando células CTLL. Mut se refiere a proteinas de fusién donde IL-2Ra contenia mutaciones
Arg® — Thr, Arg® — Ser. El analisis por transferencia Western confirmé cantidades similares de todas las
proteinas de fusién (no se muestra).

Descripcion detallada de la invencién

Las presentes invenciones se describiran ahora mas detalladamente en lo sucesivo en el presente documento con
referencia a los dibujos adjuntos, en los que se muestran algunas, pero no todas las realizaciones de la invencién.

De hecho, estas invenciones pueden realizarse de muchas formas diferentes y no deben interpretarse como limitadas
a las realizaciones expuestas en el presente documento; mas bien, estas realizaciones se proporcionan de manera
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que la presente divulgacidn satisfaga los requisitos legales aplicables. Nimeros similares se refieren a elementos
similares en todo el documento.

A una persona experta en la materia a la que pertenecen estas invenciones que tenga el beneficio de las ensefianzas
presentadas en las descripciones anteriores y los dibujos asociados se le ocurriran muchas modificaciones y otras
realizaciones de las invenciones expuestas en el presente documento. Por lo tanto, ha de entenderse que las
invenciones no han de limitarse a las realizaciones especificas divulgadas y que se pretenden incluir modificaciones
y otras realizaciones en el ambito de la presente invencién que se define en las reivindicaciones adjuntas. Aunque en
el presente documento se emplean términos especificos, se usan Unicamente en un sentido genérico y descriptivo y
no con fines de limitacion.

| Visién general

La tecnologia actual se basa en el uso de interleucina-2 (IL-2) recombinante, que tiene propiedades farmacolégicas
deficientes, especialmente una semivida corta que limita su utilidad. En el presente documento se divulgan proteinas
de fusién interleucina-2/receptor alfa de interleucina-2 (IL-2/IL-2Ra) que tienen propiedades intrinsecas que las
separan de la IL-2 recombinante y de otras proteinas de fusién de IL-2. En primer lugar, el tamafio de las proteinas de
fusién IL-2/IL-2Ra aumentard su semivida in vivo. En segundo lugar, la interaccién débil entre IL-2 e [L-2Ra (una
subunidad del IL-2R) en el contexto de las proteinas de fusidn IL-2/IL-2Ra proporciona otro mecanismo para prolongar
la disponibilidad de la IL-2. Aunque sin limitarse al mecanismo de accién especifico, la disponibilidad prolongada de la
actividad IL-2 podria ocurrir a través de una interaccién competitiva entre el resto IL-2 con IL-2Ra de la fusién IL-2/IL-
2Ra y con células que expresan la IL-2R.

Il. Proteinas de fusion Interleucina-2/Receptor Alfa de Interleucina-2 y polinucleétidos que codifican las mismas

En el presente documento se divulgan proteinas de fusién que comprenden un primer polipéptido que comprende
interleucina-2 (IL-2), o una variante o fragmento funcional de la misma, fusionado en fase de lectura a un segundo
polipéptido que comprende o consiste en el dominio extracelular del polipéptido del receptor alfa de interleucina-2 (IL-
2Ra), o una variante o fragmento funcional del mismo. De acuerdo con la invencién, la proteina de fusién comprende
un primer polipéptido que comprende IL-2 y que tiene al menos un 70 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:
2; y un segundo polipéptido, fusionado en fase de lectura con el primer polipéptido por un enlazador, en donde el
enlazador es la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 13, y en donde el segundo polipéptido comprende un dominio
extracelular del receptor alfa de interleucina-2 (IL-2Ra), en donde el segundo polipéptido tiene al menos un 70 % de
identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 7; que tiene actividad bioldgica del dominio extracelular de IL-2Ra.

Como se usa en el presente documento, "proteina de fusién" se refiere la unién genética en fase de lectura de al
menos dos polipéptidos heterblogos. Tras la transcripcién/traduccidn, se produce una Unica proteina. De esta manera,
pueden incorporarse multiples proteinas, o fragmentos de las mismas, en un Unico polipéptido. Se entiende que "unido
operativamente" significa una unién funcional entre dos o mas elementos. Por ejemplo, una unién operativa entre dos
polipéptidos fusiona ambos polipéptidos entre si en fase de lectura para producir una proteina de fusién de un Unico
polipéptido. En un aspecto particular, la proteina de fusidbn comprende ademés un tercer polipéptido que, como se
analiza con més detalle a continuacién, puede comprender una secuencia enlazadora.

Las proteinas de fusién IL-2/IL-2Rq, o las variantes o fragmentos activos de las mismas, divulgadas en el presente
documento pueden tener una o mas de las siguientes propiedades/actividades: (1) aumento de la actividad de los
linfocitos T reguladores (Treg) y/o aumentar la tolerancia inmunitaria en terapias basadas en IL-2 a dosis bajas; (2)
aumento de la respuesta inmunitaria y la memoria en terapias a dosis mas altas; (3) aumento de la disponibilidad de
IL-2 en comparacién con la IL-2 recombinante; y/o (4) aumento de la estimulacién persistente de IL-2 de linfocitos
portadores de IL-2R in vivo. Dicha actividad y métodos de ensayo se divulgan con mayor detalle en otra parte del
presente documento. Véase, por ejemplo, el Ejemplo 1 proporcionado en el presente documento. De acuerdo con la
invencién, la proteina de fusién tiene una mayor actividad IL-2 o una mayor estimulacién persistente de IL-2 de
linfocitos portadores de IL-2R in vivo, en comparacidn con la IL-2 nativa.

En una realizacién no limitante, una actividad aumentada de Treg que es resultado de las proteinas de fusion IL-2/IL-
2Raq, o las variantes o fragmentos activos de las mismas, divulgadas en el presente documento se puede someter a
ensayo de diversas maneras, incluyendo, por ejemplo, (1) una representacién y un nimero aumentados de Treg en el
compartimento de linfocitos T CD4"; (2) regulacién positiva de CD25 dependiente de IL-2; (3) proliferacién aumentada
segun lo evaluado mediante la expresién del marcador proliferativo Ki67; y (4) una fraccién aumentada del subconjunto
de Treg Klrgl" diferenciados terminalmentes dependientes de IL-2. Pueden observarse dichos efectos sobre los Treg,
por ejemplo, en el bazo y el pancreas inflamado.

En una realizacién no limitante, las proteinas de fusion IL-2/IL-2Ra, o las variantes o fragmentos activos de las mismas,
divulgadas en el presente documento aumentan los Treg tolerogénicos e inmunosupresores y la inmunidad a través
del aumento de las respuestas efectoras/de memoria T y, en realizaciones adicionales, presentan una farmacocinética
mejorada mediante el suministro de dichas respuestas a (1) niveles eficaces mas bajos de actividad IL-2 en
comparacién con la IL-2 nativa o recombinante; (2) muestra respuestas biolégicas mas persistentes que la IL-2 nativa
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o recombinante; y/o (3) conserva la jerarquia con Treg que responden a dosis de nivel mas bajo que los linfocitos T
efectores/de memoria.

En realizaciones especificas, las proteinas de fusién divulgadas en el presente documento tienen una actividad
mejorada sobre la IL-2 nativa o recombinante. Por ejemplo, el efecto de las proteinas de fusién IL-2/IL-2Ra puede
aumentar los Treg tolerogénicos aproximadamente 2 veces, 5 veces, 10 veces, 20 veces, 30 veces, 40 veces, 50
veces, 60 veces, 70 veces, 80 veces, 90 veces, 100 veces, 150 veces, 200 veces o un nivel mas bajo de actividad IL-
2 en comparacién con la IL-2 nativa o recombinante. En otras realizaciones, las proteinas de fusién IL-2/IL-2Ra
divulgadas en el presente documento son més eficaces que la IL-2 nativa o recombinante para inducir un aumento
persistente de Treg y propiedades relacionadas.

Pueden usarse diversos fragmentos y variantes de IL-2 e IL-2Ra de una diversidad de organismos para generar las
proteinas de fusidén IL-2/dominio extracelular de IL-2Ra divulgadas en el presente documento. Dichos componentes
se analizan con mayor detalle en otra parte del presente documento. Se exponen ejemplos no limitantes de proteinas
de fusidn IL-2/dominio extracelular de IL-2Ra sin procesar en las SEQ ID NO: 27, 36, 57 y 59, mientras que se exponen
ejemplos no limitantes de formas maduras de las proteinas de fusién IL-2/dominio extracelular de IL-Ra en las SEQ
ID NOS: 26, 37 y 62. Se exponen ejemplos no limitantes de polinucleétidos que codifican dichas proteinas de fusion
en las SEQ ID NO: 33, 34, 42 y 63. La expresidn "secuencia sefial secretora" indica una secuencia de polinucleétidos
que codifica un polipéptido (un "péptido secretor") que, como componente de un polipéptido més grande, dirige el
polipéptido mas grande a través de una via secretora de la célula en la que se sintetiza. El polipéptido més grande
habitualmente se escinde para eliminar el péptido secretor durante el transito a través de la via secretora. Como se
usa en el presente documento, una forma "madura" de una proteina o polipéptido de fusidén comprende la forma
procesada del polipéptido al que se le ha eliminado el péptido secretor. Como se usa en el presente documento, la
forma "sin procesar" de la proteina de fusién conserva la secuencia peptidica secretora. También se divulgan
fragmentos y variantes biolégicamente activos de la forma madura y sin procesar de las proteinas de fusién IL-
2/dominio extracelular de IL-Ra, y el polinucleétido que codifica las mismas. Una variante de polipéptido funcional de
este tipo puede comprender al menos un 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %
0 99 % de identidad de secuencia con la secuencia expuesta en las SEQ ID NO: 26, 27, 36, 37, 57, 59 o0 62.

Se divulgan ademas variantes y fragmentos activos de polinucleétidos que codifican las proteinas de fusién IL-
2/dominio extracelular de IL-Ra. Dicho polinucleétido puede comprender el polinucleétido que codifica los polipéptidos
expuestos en las SEQ ID NO: 26, 27, 36, 37, 57, 59 o0 62 y continuar codificando proteinas de fusién IL-2/dominio
extracelular de IL-Ra funcionales.

Se reconoce ademés que los componentes de las proteinas de fusién IL-2/IL-2Ra como se divulgan en el presente
documento pueden encontrarse en cualquier orden. En una realizacién, el polipéptido de IL-2 estéd en el extremo N y
el dominio extracelular de IL-2Ra esta en el extremo C de las proteinas de fusién divulgadas en el presente documento.

i. Interleucina-2

La proteina de fusién de la invencién comprende un primer polipéptido que comprende interleucina-2 (IL-2); en donde
el primer polipéptido tiene al menos un 70 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 2. Como se usa en el
presente documento, "Interleucina-2" o "IL-2" se refiere a cualquier IL-2 nativa o recombinante de cualquier fuente de
vertebrados, incluyendo mamiferos tales como primates (por ejemplo, seres humanos) y roedores (por ejemplo,
ratones y ratas), y mamiferos domesticados o agricolas, a menos que se indique otra cosa. El término abarca IL-2 sin
procesar, asi como, cualquier forma de IL-2 que sea resultado del procesamiento en la célula (es decir, la forma
madura de IL-2). El término abarca también variantes y fragmentos de IL-2 de origen natural, por ejemplo, variantes
de corte y empalme o variantes alélicas, y variantes que no son de origen natural. La secuencia de aminoacidos de
una forma madura de ejemplo de IL-2 humana (que tiene la secuencia sefial de 20 aminoéacidos) se muestra en la
SEQ ID NO: 2. La IL-2 humana sin procesar comprende ademas un péptido sefial N-terminal de 20 aminoacidos (SEQ
ID NO: 1), que esté ausente en la molécula de IL-2 madura. La secuencia de aminoacidos de una forma madura de
ejemplo de IL-2 de ratén (que tiene la secuencia sefial de 20 aminoéacidos) se muestra en la SEQ ID NO: 4. La IL-2 de
ratdn sin procesar comprende ademas un péptido sefial N-terminal de 20 aminoacidos (SEQ ID NO: 3), que esta
ausente en la molécula de IL-2 madura. Véase también la FIG. 2A y la FIG. 2B. Por una "IL-2 nativa", también
denominada "IL-2 de tipo silvestre”, se entiende una IL-2 de origen natural o recombinante.

Se conocen secuencias adicionales de acidos nucleicos y aminoacidos para IL-2. Véase, por ejemplo, los N.° de
registro de GenBank: Q7JFM2 (Aotus lemurinus (Mono nocturno de vientre gris)); Q7JFM5 (Aotus nancymaae (Mono
nocturno de Ma)); P05016 (Bos taurus (Bovino));, Q29416 (Canis familiaris (Perro) (Canis lupus familiaris)), P36835
(Capra hircus (Cabra)); y, P37997 (Equus caballus (Caballo)).

En el presente documento también se divulgan fragmentos y variantes biolégicamente activos de IL-2. Dichas variantes
o fragmentos activos de IL-2 conservaran la actividad IL-2. La expresién "actividad biolégica de IL-2" se refiere a una
0 mas de las actividades biolégicas de IL-2, incluyendo, pero sin limitacidén, la capacidad de estimular linfocitos
portadores del receptor de IL-2. Esta actividad puede medirse tanto in vitro como in vivo. La IL-2 es un regulador global
de la actividad inmunitaria y los efectos observados en el presente documento son la suma de dichas actividades. Por
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ejemplo, regula la actividad de supervivencia (Bc1-2), induce la actividad efectora T (IFN-gamma, Granzyma B y
Perforina) y promueve la actividad reguladora T (FoxP3). Véase, por ejemplo, Malek et al. (2010) Immunity 33(2):153-
65.

Se conocen variantes biolégicamente activas de IL-2. Véanse, por ejemplo, las Publicaciones de solicitud de los EE.
UU. 20060269515 y 20060160187 y el documento WO 99/60128.

En las proteinas de fusién divulgadas en el presente documento pueden emplearse fragmentos y variantes
biol6gicamente activos de IL-2. Un fragmento funcional de este tipo puede comprender al menos un 75 %, 80 %, 85 %,
90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad de secuencia con la secuencia expuesta
enla SEQ ID NO: 2.

En el presente documento se divulgan ademas variantes y fragmentos activos de polinucleétidos que codifican las
proteinas de IL-2. Un polinucleétido funcional de este tipo puede comprender al menos un 75 %, 80 %, 85 %, 90 %,
91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad de secuencia con el polinucleétido que codifica
la secuencia de aminoéacidos expuesta en la SEQ ID NO: 2 y continGa codificando un polipéptido de IL-2 funcional.

ii. Receptor Alfa de Intereleucina-2

La proteina de fusidén de la invencién comprende un segundo polipéptido que comprende un dominio extracelular del
receptor alfa de interleucina-2 (IL-2Ra), en donde el segundo polipéptido tiene al menos un 70 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 7; que tiene actividad bioldgica del dominio extracelular de IL-2Ra.

El término "CD25" o "receptor a de IL-2" o "IL-2Ra", como se usa en el presente documento, se refieren a cualquier
IL-2Ra nativo o recombinante de cualquier fuente de vertebrado, incluyendo mamiferos tales como primates (por
ejemplo, seres humanos) y roedores (por ejemplo, ratones y ratas) y mamiferos domesticados o agricolas, a menos
que se indique otra cosa. El término también abarca las variantes de origen natural de IL-2Ra, por ejemplo, variantes
de corte y empalme o variantes alélicas, o variantes que no son de origen natural. La IL-2 humana ejerce sus efectos
biol6gicos mediante la sefializacién a través de su sistema receptor, IL-2R. La IL-2 y su receptor (IL-2R) son necesarios
para la proliferacién de linfocitos T y otras funciones fundamentales que son cruciales para la respuesta inmunitaria.
IL-2R consiste en 3 proteinas transmembrana de tipo | unidas de forma no covalente que son las cadenas alfa (p55),
beta (p75) y gamma (p65). La cadena alfa del IL-2R humano contiene un dominio extracelular de 219 aminoécidos,
un dominio transmembrana de 19 aminoacidos y un dominio intracelular de 13 aminoécidos. El dominio extracelular
secretado de IL-2R alfa (IL-2R-a) puede emplearse en las proteinas de fusién que se describen en el presente
documento.

La secuencia de aminoacidos de una forma madura de ejemplo de IL-2Ra humano se muestra en la SEQ ID NO: 6.
El IL-2Ra humano sin procesar se muestra en la SEQ ID NO: 5. El dominio extracelular de la SEQ ID NO: 6 se expone
en la SEQ ID NO: 7. La secuencia de aminoéacidos de una forma madura de ejemplo de IL-2Ra de ratén se muestra
en la SEQ ID NO: 9. El IL-2Ra de ratén sin procesar se muestra en la SEQ ID NO: 8. El dominio extracelular de la
SEQ ID NO: 9 se expone en la SEQ ID NO: 10. Por un "IL-2Ra nativo", también denominado "IL-2Ra de tipo silvestre",
se entiende un IL-2Ra de origen natural o recombinante. La secuencia de una molécula de IL-2Ra humano nativo se
muestra en las SEQ ID NO: 5y 6. Se conocen las secuencias de 4cidos nucleicos y aminoécidos para IL-2Ra. Véase,
por ejemplo, los N.° de registro de GenBank: NP_001030597.1 (P. troglodytes); NP_001028089.1 (M. mulatta);
NM_001003211.1 (C. lupus);, NP_776783.1 (B. taurus);, NP_032393.3 (M. musculus); y NP_037295.1 (R. norvegicus).

En el presente documento también se divulgan fragmentos y variantes biolégicamente activos del dominio extracelular
de IL-2Ra. Dichas variantes o fragmentos activos del dominio extracelular de IL-2Ra conservaran la actividad del
dominio extracelular de IL-2Ra. La expresién "actividad biolégica del dominio extracelular de IL-2Ra" se refiere a una
0 mas de las actividades biolégicas del dominio extracelular de IL-2Ra, incluyendo, pero sin limitacion, la capacidad
de potenciar la sefializacién intracelular en células que responden al receptor de IL-2. Se divulgan ejemplos no
limitantes de fragmentos y variantes biolégicamente activos del IL-2Raq, por ejemplo, en Robb et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 85:5654-5658, 1988. En las proteinas de fusién divulgadas en el presente documento pueden emplearse
fragmentos y variantes biolégicamente activos del dominio extracelular de IL-2Ra. Una variante funcional de este tipo
puede comprender al menos un 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 %
de identidad de secuencia con la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 7

En una realizacién, las proteinas de fusién divulgadas en el presente documento pueden comprender al menos una
mutacién dentro del dominio extracelular de IL-2Ra. En una realizacién especifica, la Arginina en la posicién 35 de IL-
2Ra puede mutarse a una Treonina y/o la Arginina en la posicién 36 de IL-2Ra puede mutarse a una Serina. Una
proteina de fusidén de este tipo puede tener una actividad IL-2 aumentada en comparacién con una proteina de fusién
que no comprende estas mutaciones en el dominio extracelular de IL-2Ra y/o en comparacién con IL-2 nativa o
recombinante. Las secuencias de aminoéacidos de proteinas de fusién de ejemplo que comprenden IL-2Ra con
mutaciones dentro del dominio extracelular de IL-2Ra se exponen en las SEQ ID NO: 62 y 64. En una realizacion, la
proteina de fusién de acuerdo con la invencién comprende la secuencia de aminoacidos de una cualquiera de las SEQ
ID NO: 62; o una secuencia que tiene al menos un 80 %, 85 %, 90 % 0 95 % con la SEQ ID NO: 62.
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En el presente documento se divulgan ademés variantes y fragmentos activos de polinucleétidos que codifican el
dominio extracelular de IL-2Ra. Un polinucleétido funcional de este tipo puede comprender al menos un 80 %, 85 %,
90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad de secuencia con el polinuclebtido que
codifica la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 7 y contintda codificando una proteina que tiene la
actividad del dominio extracelular de IL-2Ra.

iii. Componentes adicionales

Las proteinas de fusién IL-2/IL-2Ra divulgadas en el presente documento pueden comprender ademas elementos
adicionales. Estos elementos pueden ayudar en la expresién de la proteina de fusién, ayudar en la secrecién de la
proteina de fusién, mejorar la estabilidad de la proteina de fusién, permitir una purificacién mas eficiente de la proteina
y/o modular la actividad de la proteina de fusion.

"Heter6logo" en referencia a un polipéptido o polinucleétido es un polipéptido o polinucleétido que se origina a partir
de una proteina o polinucleétido diferente. Los componentes adicionales de la proteina de fusién pueden originarse
en el mismo organismo que los otros componentes polipeptidicos de la proteina de fusiéon, o los componentes
adicionales pueden ser de un organismo diferente que los otros componentes polipeptidicos de la proteina de fusién.

En una realizacién, las proteinas de fusién IL-2/IL-2Ra divulgadas en el presente documento comprenden una
secuencia enlazadora ubicada entre el polipéptido de IL-2 y el polipéptido de IL-2Ra. De acuerdo con la invencién, el
segundo polipéptido esta fusionado en fase de lectura con el primer polipéptido mediante un enlazador, en donde la
secuencia enlazadora comprende una combinacién de restos de aminoécidos glicina y serina, es decir, la secuencia
enlazadora es GGGSGGGSGGGS (SEQ ID NO: 13) (también indicada (GlysSer)s).

Los enlazadores alternativos que pueden usarse pero que no se reivindican especificamente son un enlazador de
cualquier longitud y que comprende al menos 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30,
31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 50 0 60 0 mas aminoacidos; un enlazador que comprende restos de aminoacidos
glicina; y los enlazadores de glicina/serina pueden comprender cualquier combinacién de los restos de aminoéacidos,
incluyendo, el péptido GGGS o GGGGS o repeticiones de los mismos, incluyendo 1, 2, 3, 4,5, 6, 7,8, 9, 10 0 mas
repeticiones de estos péptidos dados. Por ejemplo, las secuencias enlazadoras pueden comprender
GGGSGGGSGGGSGGES (SEQ ID NO: 11) (también indicada (GlysSer)s); o (GlysSer)s, (GlysSer)s; (GlysSer)y, etc.
Las secuencias enlazadoras pueden comprender ademas (GlysSer)s como se expone en la SEQ ID NO: 50;
GCGGGSGGGGSGGGESGGGGS (SEQ ID NO: 40) (también indicada (GlysSer)q);
GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 41) (también indicada (GlysSer)s); (GlysSer),, (GlysSer),
(GlysSer)6; (GlysSer)7; (GlysSer)s, etc. Ademas, pueden emplearse adicionalmente variantes y fragmentos activos de
cualquier enlazador.

Se reconoce ademéas que el polinucleétido que codifica las proteinas de fusion IL-2/IL-2Ra puede comprender
elementos adicionales que ayudan en la traduccién de la proteina de fusién. Dichas secuencias incluyen, por ejemplo,
secuencias Kozak unidas al extremo &' del polinucleétido que codifica la proteina de fusién. La secuencia consenso
Kozak es una secuencia que se produce en el ARNm eucariota que desempefia una funcién en el inicio del proceso
de traduccion y tiene el consenso (gec)geccRecAUGG (SEQ ID NO: 35), en donde (1) una letra mintscula indica la
base mas comun en una posicién en la que, no obstante, la base puede variar; (2) las letras mayUlsculas indican bases
altamente conservadas, es decir, la secuencia "AUGG" es constante o rara vez, o nunca, cambia, con la excepcién
del cédigo de ambigledad "R" de la IUPAC que indica que normalmente se observa una purina (adenina o guanina)
en esta posicién; y (3) la secuencia entre paréntesis ((gcc)) es de significado incierto. En una realizacién, la secuencia
Kozak comprende la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 53.

En una realizacidén no limitante, las proteinas de fusién IL-2/IL-2Ra divulgadas en el presente documento comprenden
una secuencia Kozak optimizada lider de IL-2 como se expone en la SEQ ID NO: 28 o una variante o fragmento
funcional de la misma. Una variante o fragmento funcional de una secuencia Kozak conservara la capacidad de
aumentar la traduccién de la proteina en comparacién con el nivel de traduccién de una secuencia que carece del
lider. Un fragmento funcional de este tipo puede comprender al menos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 30, 40 nucleédtidos continuos de una secuencia kozak o la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 28 o 53.
Como alternativa, una variante funcional puede comprender al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % de identidad de secuencia con la secuencia kozak o la secuencia expuesta en la SEQ
ID NO: 28 o0 53.

En otras realizaciones adicionales, las proteinas de fusién IL-2/IL-2Ra divulgadas en el presente documento
comprenden uno o mas marcadores en el extremo C para ayudar en la purificacién del polipéptido. Dichos marcadores
son conocidos e incluyen, por ejemplo, un marcador de Histidina. En realizaciones especificas se emplea un marcador
6X His. Se reconoce ademés que puede emplearse una secuencia enlazadora adicional entre la proteina de fusién y
el marcador His.

En la FIG. 1 se expone una realizacion no limitante de una proteina de fusién IL-2/IL-2Ra. Una proteina de fusién de
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este tipo comprende un péptido lider, IL-2 0 una variante o fragmento funcional de la misma, un enlazador variable,
IL2Ra, un enlazador de glicina, marcador 6x his y dos codones de terminacién.

iv. Variantes y fragmentos
a. Polinucledtidos

En los diversos métodos y composiciones divulgados en el presente documento pueden emplearse fragmentos y
variantes de los polinucleétidos que codifican las proteinas de fusién IL-2/dominio extracelular de IL-2Ra o los diversos
componentes que contienen (es decir, el dominio extracelular de IL-2Raq, los polipéptidos de IL-2Raq, las secuencias
enlazadoras y/o las secuencias Kozak). Por "-fragmento” se entiende una porcién del polinucleétido y, por lo tanto, la
proteina codificada mediante el mismo, o una porcidén del polipéptido. Los fragmentos de un polinucleétido pueden
codificar fragmentos de proteina que conservan la actividad biolégica de la proteina nativa y, por lo tanto, tienen
actividad IL-2, actividad del dominio extracelular de IL-2Raq, actividad de la proteina de fusidn IL-2/IL-2Rq, o si codifican
una secuencia enlazadora, proporcionan la actividad deseada de las proteinas de fusién IL-2/IL-2Ra.

Una porcién biolégicamente activa de un dominio extracelular de IL-2Ra, polipéptido de IL-2, proteina de fusién IL-
2/IL-2Raq, secuencia de Kozak o secuencia enlazadora, puede prepararse aislando una porcién de uno de los
polinucleétidos que codifican la porcién del dominio extracelular de IL-2Ra o el polipéptido de IL-2 y expresando la
porcién codificada del polipéptido (por ejemplo, mediante expresiéon recombinante in vitro), y evaluando la actividad de
la porciéon del dominio extracelular de IL-2Ra ofy del polipéptido de IL-2 o la actividad de las proteinas de fusion IL-
2/IL-Ra.

Las secuencias "variantes" tienen un alto grado de similitud de secuencia. Para los polinucleétidos, las variantes
conservadoras incluyen aquellas secuencias que, debido a la degeneracién del cédigo genético, codifican la secuencia
de aminoécidos de uno de los polipéptidos del dominio extracelular de IL-2Ra, polipéptidos de IL-2, proteinas de fusién
IL-2/IL-2Ra o secuencias enlazadoras. Pueden identificarse variantes tales como estas con el uso de técnicas de
biologia molecular bien conocidas, como, por ejemplo, la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y técnicas de
hibridacién. Los polinucleétidos variantes incluyen también secuencias de nucleétidos derivadas sintéticamente, tales
como las generadas, por ejemplo, mediante el uso de mutagénesis dirigida al sitio, pero que aln codifican un dominio
extracelular de IL-2Ra, polipéptido de IL-2, proteina de fusién IL-2/IL-2Raq, una secuencia Kozak o la secuencia
enlazadora.

b. Polipéptidos

Por proteina "variante" se entiende una proteina derivada de la proteina nativa por supresién (denominada
truncamiento) o adicién de uno o mas aminoacidos al extremo N y/o al extremo C de la proteina nativa; la supresién o
adicién de uno 0 més aminoacidos en uno o0 mas sitios en la proteina nativa; o sustitucién de uno o mas aminoacidos
en uno o mas sitios de la proteina nativa. Las proteinas variantes son biolégicamente activas, es decir, siguen
poseyendo la actividad biolégica deseada, es decir, la actividad de la proteina de fusidon IL-2/IL-2Rq, la actividad IL-2
o actividad del dominio extracelular de IL-2Ra. Dichas variantes pueden ser el resultado de, por ejemplo, el
polimorfismo genético o de la manipulacién humana. Las variantes biol6gicamente activas de una proteina de fusion
IL-2/IL-2Ra o uno cualquiera de sus componentes (es decir, un polipéptido del dominio extracelular de IL-2Raq, un
polipéptido de IL-2 o0 una secuencia enlazadora) tendra al menos aproximadamente un 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %,
91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99% o mas de identidad de secuencia con la secuencia de
aminoécidos de la proteina nativa determinada por los programas de alineacion de secuencias y los parametros
descritos en otra parte del presente documento. Una variante biol6gicamente activa de una proteina puede diferir de
esta proteina en tan sélo 1-15 restos de aminoacidos, tan sélo 1-10, tal como 6-10, tan sélo 5, tan sélo 4, 3, 2 o incluso
1 resto de aminoécido.

Las proteinas pueden alterarse de diversas maneras incluyendo sustituciones, supresiones, truncamientos e
inserciones de aminoacidos. Los métodos para dichas manipulaciones son generalmente conocidos en la técnica. Por
ejemplo, pueden prepararse variantes de secuencia de aminoacidos del dominio extracelular de IL-2Ra, polipéptido
de IL-2, proteina de fusién IL-2/IL-2Ra o secuencias enlazadoras mediante mutaciones en el ADN. Son bien conocidos
en la técnica los métodos los métodos para las mutagénesis y alteraciones en las secuencias de nucleétidos. Véase,
por ejemplo, Kunkel (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:488-492; Kunkel et al. (1987) Methods in Enzymol. 154:367-
382; la Patente de los EE. UU. N.° 4.873.192; Walker y Gaastra, eds. (1983) Techniques in Molecular Biology
(MacMillan Publishing Company, Nueva York) y las referencias citadas en los mismos. En el modelo de Dayhoff et a/.
(1978) Atlas of Protein Sequence and Structure (Natl. Biomed. Res. Found., Washington, D.C.) pueden encontrarse
directrices sobre las sustituciones de aminoéacidos apropiadas que no afectan a la actividad biolégica de la proteina
de interés. Pueden ser preferibles sustituciones conservadoras, tales como intercambiar un aminoacido por otro que
tenga propiedades similares.

Por lo tanto, los polinucleétidos divulgados en el presente documento pueden incluir las secuencias de origen natural,
las secuencias "nativas", asi como las formas mutantes. Analogamente, las proteinas utilizadas en los métodos
divulgados en el presente documento abarcan proteinas de origen natural, asi como variaciones y formas modificadas
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de las mismas. Dichas variantes continuaran poseyendo la capacidad de implementar un episodio de recombinacién.
En general, las mutaciones realizadas en el polinucleétido que codifica el polipéptido variante no deberian colocar la
secuencia fuera del marco de lectura, y/o crear regiones complementarias que podrian producir una estructura
secundaria del ARNm. Véase, la Publicacién de solicitud de patente N.° EP 75.444.

Los polinucleétidos y proteinas variantes abarcan también secuencias y proteinas derivadas de un procedimiento
mutagénico y recombinogénico tal como la transposicién del ADN. Con un procedimiento de este tipo, pueden
manipularse una o méas secuencias codificantes del dominio extracelular de IL-2Ra o de IL-2 diferentes para crear un
nuevo dominio extracelular de IL-2Ra o polipéptidos de IL-2 que posean las propiedades deseadas. De esta manera,
se generan bibliotecas de polinucleétidos recombinantes a partir de una poblacién de polinucleétidos de secuencias
relacionadas que comprenden regiones de secuencias que tienen una identidad de secuencia sustancial y pueden
recombinarse homélogamente in vitro o in vivo. Se conocen en la técnica estrategias para dicha transposicién de ADN.
Véase, por ejemplo, Stemmer (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:10747-10751; Stemmer (1994) Nature 370:389-
391; Crameri et al. (1997) Nature Biotech. 15:436-438; Moore et al. (1997) J. Mol. Biol. 272:336-347; Zhang et al.
(1997) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:4504-4509; Crameri et al. (1998) Nature 391:288-291; y Patentes de los EE. UU.
N.° 5.605.793 y 5.837.458.

Ill. Polinucleétidos que codifican las proteinas de fusién IL-2/IL-2Ra y métodos de produccidon

Las composiciones divulgadas en el presente documento incluyen ademas polinucleétidos aislados que codifican las
diversas proteinas de fusién descritas anteriormente en el presente documento, y variantes y fragmentos de los
mismos. Se divulgan ademés vectores y casetes de expresion que comprenden los polinucleétidos descritos en el
presente documento. Los casetes de expresidon generalmente incluirdan un promotor unido operativamente a un
polinucleétido y una regidén de terminacién transcripcional y traduccional.

No se pretende que el uso del término "polinucleétido” limite la presente invencién a polinucleétidos que comprenden
ADN. Los expertos habituales en la materia reconoceran que los polinucleétidos pueden comprender ribonucleétidos
y combinaciones de ribonucleétidos y desoxirribonucleétidos. Dichos desoxirribonucleétidos y ribonucleétidos incluyen
moléculas tanto de origen natural como analogos sintéticos.

Un polinucleétido o proteina "aislados" o "purificados", o una parte biolégicamente activa de los mismos, esta
sustancial o esencialmente libre de componentes que normalmente acompafian o interactian con el polinucleétido o
proteina que se encuentran en su entorno natural. Por lo tanto, un polinucleétido o una proteina aislados o purificados
estan sustancialmente libres de otro material celular o medio de cultivo cuando se producen mediante técnicas
recombinantes, o sustancialmente libres de precursores quimicos u otras sustancias quimicas cuando se sintetizan
quimicamente. De manera 6ptima, un polinucleétido "aislado" esta libre de secuencias (éptimamente secuencias
codificantes de proteinas) que flanquean de forma natural al polinucleétido (es decir, secuencias situadas en los
extremos 'y 3' del polinucleétido) en el ADN gendmico del organismo del que deriva el polinucleétido. Por ejemplo,
en diversas realizaciones, el polinucleétido aislado puede contener menos de aproximadamente 5 kb, 4 kb, 3 kb, 2 kb,
1 kb, 0,5 kb 0 0,1 kb de secuencia de nucledtidos que flanquean de forma natural el polinucleétido en el ADN gendémico
de la célula de la que deriva el polinucleétido. Una proteina que esté sustancialmente libre de material celular incluye
preparaciones de proteina que tienen menos de aproximadamente un 30%, 20 %, 10 %, 5% 0 1% (en peso seco) de
proteina contaminante. Cuando la proteina de la invencién o la porcién biolégicamente activa de la misma se producen
de forma recombinante, el medio de cultivo 6ptimo representa menos de aproximadamente un 30%, 20 %, 10 %, 5%
0 1% (en peso seco) de precursores quimicos o sustancias quimicas distintas de proteinas de interés.

En el presente documento pueden emplearse técnicas convencionales de biologia molecular, microbiologia y ADN
recombinante dentro de la experiencia en la técnica. Dichas técnicas se explican por completo en la bibliografia. Véase,
por ejemplo, Sambrook et al., "Molecular Cloning: A Laboratory Manual' (1989); "Current Protocols in Molecular
Biology" Volumenes I|-Ill [Ausubel, R. M., ed. (1994)]; "Cell Biology: A Laboratory Handbook"' Volimenes |-l [J. E.
Celis, ed. (1994))]; "Current Protocols in Immunology"' Volimenes |-lll [Coligan, J. E., ed. (1994)]; "Oligonuciectide
Synthesis" (M.J. Gait ed. 1984), "Nucleic Acid Hybridization" [B.D. Hames y S.J. Higgins eds. (1985)]; " Transcription
And Translation" [B.D. Hames y S.J. Higgins, eds. (1984)], "Animal Cell Culture" [R.l. Freshney, ed. (1986)];
"Immobilized Cells And Enzymes" [IRL Press, (1986)]; B. Perbal, "A Practical Guide To Molecular Cloning" (1984).

En el presente documento también se divulga un vector que comprende los polinucleétidos descritos anteriormente
unidos operativamente a un promotor. Una secuencia de nucleétidos esta "unida operativamente" a una secuencia de
control de la expresién (por ejemplo, un promotor) cuando la secuencia de control de la expresién controla y regula la
transcripcién y traduccidén de esa secuencia. La expresién "unido operativamente” cuando se refiere a una secuencia
de nucledtidos incluye tener una sefial de inicio apropiada (por ejemplo, ATG) delante de la secuencia de nucleétidos
que ha de expresarse y mantener el marco de lectura correcto para permitir la expresion de la secuencia bajo el control
de la secuencia de control de la expresién y la produccion del producto deseado codificado por la secuencia. Si un
gen que se desea insertar en una molécula de 4cido nucleico recombinante no contiene una sefial de inicio apropiada,
puede insertarse una sefial de inicio de este tipo delante del gen. Un "vector" es un replicdn, tal como un plasmido,
fago o c6smido, al que puede unirse otro segmento de &cido nucleico para provocar la replicacién del segmento unido.
El promotor puede ser, o es idéntico a, un promoter bacteriano, de levadura, de insecto o de mamifero. Ademas, el
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vector puede ser un plasmido, cdésmido, cromosoma artificial de levadura (YAC), ADN virico, de bacteriéfago o
eucaridtico.

Pueden emplearse otras numerosas cadenas principales de vectores conocidas en la técnica como Utiles para
expresar proteinas. Dichos vectores incluyen, pero sin limitacién: adenovirus, virus de simio 40 (SV40), citomegalovirus
(CMV), virus de tumor mamario de ratén (MMTYV), virus de la leucemia murina de Moloney, sistemas de suministro de
ADN, es decir, liposomas y sistemas de suministro de plasmidos de expresiéon. Ademas, una clase de vectores
comprende elementos de ADN derivados de virus tales como el virus del papiloma bovino, virus del polioma,
baculovirus, retrovirus o virus del bosque de Semliki. Dichos vectores pueden obtenerse en el mercado o ensamblarse
a partir de las secuencias descritas mediante métodos bien conocidos en la técnica.

En el presente documento se divulga un sistema de vector hospedador para la produccién de un polipéptido que
comprende el vector de una célula hospedadora adecuada. Las células hospedadoras adecuadas incluyen, pero sin
limitacién, células procariotas o eucariotas, por ejemplo, células bacterianas (incluyendo las células grampositivas),
células de levadura, células fungicas, células de insectos y células de animales. Pueden usarse numerosas células de
mamiferos como hospedadores, incluyendo, pero sin limitacién, la célula de fibroblasto de ratén NIH 3T3, linfocitos
CHO, células Hela, células Ltk, etc. También pueden usarse otras células de animales, tales como las células R1.1,
B-Wy L-M, células de rifién de mono verde africano (por ejemplo, COS 1, COS 7, BSC1, BSC40 y BMT10), células
de insecto (por ejemplo, Sf9) y células humanas y vegetales en cultivo de tejidos.

Puede emplearse una amplia diversidad de combinaciones de hospedador/ivector de expresién para expresar las
secuencias de polinucleétidos presentadas en el presente documento. Los vectores de expresién Utiles, por ejemplo,
pueden consistir en segmentos de secuencias de ADN cromosdmicas, no cromosémicas y sintéticas. Los vectores
adecuados incluyen derivados de SV40 y plasmidos bacterianos conocidos, por ejemplo, Pldsmidos de E. coli col El,
pCR1, pBR322, pMB9 y sus derivados, plasmidos tales como RP4; DNAS de fago, por ejemplo, los numerosos
derivados del fago A, por ejemplo, NM989, y otro ADN de fago, por ejemplo, M13 y ADN de fago monocatenario
filamentoso; pladsmidos de levadura tales como el plasmido 2u o derivados del mismo; vectores Utiles en células
eucariotas, tales como vectores Gtiles en células de insectos o de mamiferos; vectores derivados de combinaciones
de plasmidos y ADN de fagos, tales como plasmidos que se han modificado para emplear ADN de fago u otras
secuencias de control de la expresién; y similares.

En estos vectores puede usarse cualquiera de una amplia diversidad de secuencias de control de la expresion
(secuencias que controlan la expresidn de una secuencia de nucledtidos unidas operativamente a ella) para expresar
las secuencias de polinucleétidos proporcionadas en el presente documento. Dichas secuencias de control de la
expresion Utiles incluyen, por ejemplo, los promotores tempranos o tardios de SV40, CMV, vaccinia, polioma o
adenovirus, el sistema /ac, el sistema trp, el sistema TAC, el sistema TRC, el sistema LTR, las principales regiones
operadoras y promotoras del fago A, las regiones de control de la proteina de recubrimiento de fd, el promotor de la 3-
fosfoglicerato cinasa u otras enzimas glucoliticas, los promotores de la fosfatasa acida (por ejemplo, PhoS), los
promotores de los factores de apareamiento a de la levadura y otras secuencias conocidas para controlar la expresion
de genes de células procariotas o eucariotas o de sus virus, y diversas combinaciones de los mismos.

Se entendera que no todos los vectores, las secuencias de control de la expresién y los hospedadores funcionaran
igualmente bien para expresar las secuencias de polinucleétidos proporcionadas en el presente documento. Tampoco
todos los hospedadores funcionaran igual de bien con el mismo sistema de expresién. Sin embargo, un experto en la
materia podra seleccionar los vectores, las secuencias de control de la expresién y los hospedadores adecuados sin
experimentacién indebida para lograr la expresién deseada sin salirse del &mbito de la presente invencién. Por
ejemplo, al seleccionar un vector, se debe tener en cuenta el hospedador porque el vector debe funcionar en él.
También se tendra en cuenta el nUmero de copias del vector, la capacidad de controlar ese nimero de copias y la
expresién de cualquier otra proteina codificada por el vector, tales como marcadores antibidticos. A la hora de
seleccionar una secuencia de control de la expresién, normalmente se tendra en cuenta una diversidad de factores.

Estos incluyen, por ejemplo, la fuerza relativa del sistema, su controlabilidad y su compatibilidad con la secuencia de
nucleétidos o gen particular que ha de expresarse, en particular en lo que respecta a las posibles estructuras
secundarias. Los hospedadores unicelulares adecuados se seleccionaran teniendo en cuenta, por ejemplo, su
compatibilidad con el vector elegido, sus caracteristicas de secrecién, su capacidad para plegar proteinas
correctamente y sus requisitos de fermentacion, asi como la toxicidad para el hospedador del producto codificado por
las secuencias de nucledtidos que se han de expresar, y la facilidad de purificacién de los productos de expresién.

En la preparacion del casete de expresién, los diversos polinucleétidos pueden manipularse, para que proporcionen
las secuencias de polinucleétidos en la orientacién adecuada y, segun sea apropiado, en la fase de lectura adecuada.
Para este fin, pueden emplearse adaptadores o enlazadores para unir los polinucleétidos o pueden realizarse otras
manipulaciones para proporcionar sitios de restriccién convenientes, eliminacién de ADN superfluo, eliminacién de
sitios de restriccién, o similares. Por ejemplo, pueden afiadirse enlazadores tales como dos glicinas entre polipéptidos.
Pueden afiadirse restos de metionina codificados por secuencias de nuclebtidos atg para permitir el inicio de la
transcripcién génica. Para ello, se puede recurrir a la mutagénesis in vitro, la reparacién de cebadores, la restriccion,
la hibridacién, las resustituciones, por ejemplo, las transiciones y las transversiones.
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Se proporciona ademas un método de produccién de un polipéptido que comprende expresar un polinucleétido que
codifica una proteina de fusién divulgada en el presente documento en una célula hospedadora en condiciones
adecuadas que permitan la produccién del polipéptido y la recuperacién del polipéptido producido de este modo; en
donde el polipéptido es la proteina de fusién de acuerdo con la invencion.

IV. Proteina de fusién IL-2/IL-2Ra para su uso en métodos

Se divulgan diversos métodos para modular una respuesta inmunitaria. Como se usa en el presente documento, el
término "modular" incluye inducir, inhibir, potenciar, elevar, aumentar o disminuir una actividad o respuesta dada.

Por "sujeto" se entiende mamiferos, por ejemplo, primates, seres humanos, animales agricolas y domesticados tales
como, pero sin limitacién, perros, gatos, ganado vacuno, caballos, cerdos, ovejas, y similares. En una realizacion, el
sujeto que se somete a tratamiento con las formulaciones farmacéuticas divulgadas en el presente documento es un
ser humano.

Una "cantidad terapéuticamente eficaz" de una proteina de fusidén IL-2/IL-2Ra se refiere a la cantidad de proteinas de
fusién IL-2/IL-2Ra suficientes para provocar una respuesta biolégica deseada. Como apreciarg un experto habitual en
la materia, la cantidad absoluta de una proteina de fusién IL-2/IL-2Ra particular que es eficaz puede variar
dependiendo de factores tales como el criterio de valoracién biolégico deseado, las proteinas de fusién IL-2/IL-2Ra
que han de suministrarse, la célula o tejido diana, y similares. Un experto habitual en la materia comprendera ademas
que puede administrarse una cantidad eficaz en una dosis Unica o puede lograrse mediante la administracién de dosis
multiples (es decir, 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10 0 més dosis).

i. Proteina de fusién para su uso en un método para aumentar una respuesta inmunitaria

Se divulgan diversos métodos para aumentar la respuesta inmunitaria en un sujeto. Dichos métodos comprenden
administrar a un sujeto que necesita un aumento en la respuesta inmunitaria una cantidad terapéuticamente eficaz de
una proteina de fusién IL-2/IL-2Ra. Por ello, en realizaciones especificas, se emplea la aplicacién transitoria de dosis
méas altas de IL-2 para estimular las respuestas efectoras inmunitarias y de memoria.

Se reconoce ademas que las diversas proteinas de fusién |L-2/IL-2Ra pueden usarse en combinacién con un antigeno
para potenciar la respuesta inmunitaria al antigeno. Por lo tanto, las proteinas de fusion IL-2/IL-2Ra también pueden
usarse como adyuvante de vacunas, especialmente para estimular la memoria inmunitaria mediada por células.

Por ejemplo, la proteina de fusion IL-2/IL-2Ra de acuerdo con la invencién puede usarse para potenciar una
preparacién de vacuna. Por lo tanto, las diversas proteinas de fusién IL-2/IL-2Ra son Utiles para aumentar la eficacia
de las vacunas contra el cancer o para vacunas poco inmunogénicas. Ademés, la proteina de fusidn de la invencién
puede usarse en un método de potenciacién de la eficacia o inmunogenicidad de una vacuna en un sujeto, o
superacién de una respuesta inmunitaria suprimida a una vacuna en un sujeto, que incluye (i) administrar al sujeto una
cantidad terapéuticamente eficaz de una proteina de fusién IL-2/IL-2Ra y (ii) administrar al sujeto una vacuna.

Por "vacuna" se entiende una composicién util para estimular una respuesta inmunitaria especifica (o respuesta
inmunogénica) en un sujeto. En algunas realizaciones, la respuesta inmunogénica es protectora o proporciona
inmunidad protectora. Por ejemplo, en el caso de un organismo causante de enfermedad, la vacuna permite al sujeto
resistir mejor la infeccién o la progresién de la enfermedad del organismo contra el que se dirige la vacuna. Como
alternativa, en caso de un cancer, la vacuna fortalece las defensas naturales del sujeto contra los cnceres que ya se
han desarrollado. Estos tipos de vacunas también pueden prevenir el crecimiento adicional de los canceres existentes,
prevenir la reaparicion de cénceres tratados y/o eliminar las células cancerosas que no fueron destruidas por
tratamientos anteriores.

Las vacunas representativas incluyen, pero sin limitacién, vacunas contra difteria, tétanos, tos ferina, polio, sarampién,
paperas, rubéola, hepatitis B, Haemophilus influenzae de tipo b, varicela, meningitis, virus de la inmunodeficiencia
humana, tuberculosis, virus de Epstein Barr, paludismo, hepatitis E, el dengue, rotavirus, herpes, virus del papiloma
humano y canceres. Las vacunas de interés incluyen las dos vacunas autorizadas por la Administracién de Alimentos
y Farmacos de los EE. UU. para prevenir infecciones viricas que pueden conducir a cancer: la vacuna contra la
hepatitis B, que previene la infeccién por el virus de la hepatitis B, un agente infeccioso asociado al cancer de higado
(MMWR Morb. Mortal. Wkly. Rep. 46:107-09, 1997); y Gardasil™, que previene la infeccién con los dos tipos de virus
del papiloma humano que juntos causan el 70 por ciento de los casos de cancer de cuello uterino en todo el mundo
(Speck y Tyring, Skin Therapy Lett. 11:1-3, 2006). Otras vacunas de tratamiento de interés incluyen vacunas
terapéuticas para el tratamiento del cancer, cancer de cuello uterino, linfoma no Hodgkin folicular de linfoticos B, cancer
de rifién, melanoma cutdneo, melanoma ocular, cancer de prostata y mieloma mdltiple. Al "potenciar la eficacia" o
"potenciar la inmunogenicidad" con respecto a una vacuna se pretende mejorar un resultado, por ejemplo, medido por
un cambio de un valor especifico, tal como un aumento o una disminucién en un parametro particular de una actividad
de una vacuna asociada a inmunidad protectora. En una realizacién, la potenciacién se refiere a al menos un 5 %,
10 %, 25 %, 50 %, 100 % o mas de un 100 % de aumento en un parametro particular. En otra realizacién, la
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potenciacién se refiere a al menos un 5%, 10 %, 25 %, 50 %, 100 % o mas de un 100 % de disminucién en un
parametro particular. En un ejemplo, la potenciacién de la eficacia/inmunogenicidad de una vacuna se refiere a un
aumento en la capacidad de la vacuna para inhibir o tratar la progresién de la enfermedad, tal como al menos un 5 %,
10 %, 25 %, 50 %, 100 % o mas de un 100 % de aumento en la eficacia de la vacuna para ese fin. En un ejemplo
adicional, la potenciacién de la eficacia/inmunogenicidad de una vacuna se refiere a un aumento en la capacidad de
la vacuna para reclutar las defensas naturales del sujeto contra los cdnceres que ya se han desarrollado, tal como al
menos un 5 %, 10 %, 25 %, 50 %, 100 % o més de un 100 % de aumento en la eficacia de la vacuna para ese fin.

De manera similar, por "superar una respuesta inmunitaria suprimida" con respecto a una vacuna se pretende mejorar
un resultado, por ejemplo, medido por un cambio de un valor especifico, tal como un retorno a un valor anteriormente
positivo en un pardmetro particular de una actividad de una vacuna asociada a inmunidad protectora. En una
realizacion, la superacion se refiere al menos a un 5 %, 10 %, 25 %, 50 %, 100 % o més de un 100 % de aumento en
un parametro particular. En un ejemplo, superar una respuesta inmunitaria suprimida a una vacuna se refiere a una
capacidad renovada de la vacuna para inhibir o tratar la progresiéon de la enfermedad, tal como al menos un 5 %, 10 %,
25 %, 50 %, 100 % o mas de un 100 % de renovacién en la eficacia de la vacuna para ese fin. En un ejemplo adicional,
superar una respuesta inmunitaria suprimida a una vacuna se refiere a una capacidad renovada de la vacuna para
reclutar las defensas naturales del sujeto contra los canceres que ya se han desarrollado, tal como al menos un 25 %,
50 %, 100 % o mas de un 100 % de renovacién en la eficacia de la vacuna para ese fin. Por "cantidad terapéuticamente
eficaz" se entiende una cantidad que es util en el tratamiento, la prevencién o el diagnéstico de una enfermedad o
afecciéon. Como se usa en el presente documento, una cantidad terapéuticamente eficaz de una proteina de fusion IL-
2/IL-2Ra es una cantidad que, cuando se administra a un sujeto, es suficiente para conseguir un efecto deseado, tales
como modular una respuesta inmunitaria en un sujeto sin provocar un efecto citotéxico sustancial en el sujeto. Como
se ha esbozado anteriormente, puede administrarse una cantidad terapéuticamente eficaz de una proteina de fusién
IL-2/IL-2Ra a un sujeto para aumentar una respuesta inmunitaria, potenciar la respuesta inmunitaria a un antigeno,
potenciar la eficacia o0 inmunogenicidad de una vacuna en un sujeto, o superar una respuesta inmunitaria suprimida a
una vacuna. La cantidad eficaz de una proteina de fusién IL-2/IL-2Ra dtil para modular dichas funciones dependera
del sujeto que se esté tratando, la gravedad de la afeccién y la forma de administracién de las proteinas de fusién IL-
2/IL-2Ra. Las dosis de ejemplo incluyen de aproximadamente 10* a aproximadamente 107 Ul de actividad IL-2 por
adulto, de aproximadamente 10* a 10° Ul de actividad IL-2 por adulto, de aproximadamente 10° a aproximadamente
108 Ul de actividad IL-2 por adulto, de aproximadamente 10° a aproximadamente 107 Ul de actividad IL-2 por adulto.
En otros casos, la dosis terapéuticamente eficaz de las proteinas de fusién IL-2/IL.-2Ra es de aproximadamente 10° Ul
de actividad IL-2 + 100 veces, es de aproximadamente 10° Ul de actividad IL-2 + 10 veces, aproximadamente 10% Ul
de actividad IL-2 + 2 veces, aproximadamente 10° Ul de actividad IL-2 + 20 veces, aproximadamente 10° Ul de
actividad IL-2 + 30 veces, aproximadamente 10° Ul de actividad IL-2 + 40 veces, aproximadamente 10° Ul de actividad
IL-2 + 50 veces, aproximadamente 10° Ul de actividad IL-2 + 60 veces, aproximadamente 10° Ul de actividad IL-2
70 veces, aproximadamente 10° Ul de actividad IL-2 + 80 veces o aproximadamente 10° Ul de actividad IL-2 + 90
veces. En una realizacién no limitante especifica, a esta dosis se administra una proteina de fusién de IL-2 humana.

En una realizacién, el patron de referencia para la proteina de fusion de IL-2 de ratén es la IL-2 de ratén de
eBiosciences (NUmero de catalogo: 14-8021). Brevemente, la bioactividad de la IL-2 de ratén de eBioscience es la
siguiente: La DE50 de esta proteina, medida mediante el ensayo de proliferacién celular de CTLL-2, es inferior o igual
a 175 pg/ml. Esto corresponde a una actividad especifica superior o igual a 5,7 x 108 Unidades/mg.

En otra realizacién, el patrén de referencia para la proteina de fusién de IL-2 humana es el farmaco de IL-2 humana
Aldesleucina (Proleukin). Por lo tanto, las proteinas de fusién de IL-2 divulgadas en el presente documento se
comparan directamente con la proteina de fusién del farmaco de |IL-2 que se usa en terapia con IL-2 a dosis baja o
alta. La actividad IL-2 para IL-2 de ratén y humana usa el mismo ensayo y su actividad en unidades/mg es similar. Con
respecto al farmaco de IL-2 humana, es decir, aldesleucina (Proleukin), la medida de referencia de una cantidad de
IL-2 es la Unidad Internacional (Ul) que técnicamente no es una cantidad fija sino la cantidad que produce un efecto
fijo en un ensayo especifico de actividad biol6gica, es decir, un ensayo de proliferacién de CTLL. En la préactica, la
fabricacion de IL-2 estd normalizada y existe una conversidn entre el peso del farmaco y las Unidades Internacionales.
Son 1,1 mg de IL-2 = 18 millones de Ul (abreviado 18 MUI).

Se entiende ademas que las dosis apropiadas de un agente funcional dependen de la potencia del agente activo con
respecto a la actividad que ha de modularse. Dichas dosis apropiadas pueden determinarse usando los ensayos
descritos en el presente documento. Ademas, se entiende que el nivel de dosis especifico para cualquier sujeto animal
particular dependera de una diversidad de factores, incluyendo la actividad del compuesto especifico empleado, la
edad, el peso corporal, el estado de salud general, el género y la dieta del sujeto, el momento de la administracién, la
via de administracion, la tasa de excrecidn y/o cualquier combinacidén de farmacos.

Cuando la administracién sea con fines de tratamiento, la administracién puede tener fines profilacticos o terapéuticos.
Cuando se proporciona de manera profilactica, la sustancia se proporcione con antelaciéon a cualquier sintoma. La
administracién profilactica de la sustancia sirve para prevenir o atenuar cualquier sintoma posterior. Cuando se
proporciona terapéuticamente, la sustancia se proporciona al inicio de un sintoma (o poco después). La administracion
terapéutica de la sustancia sirve para atenuar cualquier sintoma real.
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El experto en la materia apreciard que determinados factores pueden influir en la dosificacién necesaria para tratar
eficazmente a un sujeto, incluyendo, pero sin limitacién, la gravedad de la enfermedad o trastorno, los tratamientos
anteriores, el estado de salud general y/o la edad del sujeto, y otras enfermedades presentes. Asimismo, el tratamiento
de un sujeto con una cantidad terapéuticamente eficaz de una proteina de fusion IL-2/IL-2Ra puede incluir un
tratamiento Unico o, preferentemente, puede incluir una serie de tratamientos. También se apreciara que la dosificacién
eficaz de una proteina de fusién IL-2/IL-2Ra utilizada para el tratamiento puede aumentar o disminuir a lo largo del
curso de un tratamiento particular. Pueden producirse cambios en la dosificacién y hacerse evidentes a partir de los
resultados de los ensayos de diagndstico como se describen en el presente documento.

Las cantidades terapéuticamente eficaces de una proteina de fusion IL-2/IL-2Ra pueden determinarse mediante
estudios en animales. Cuando se usan ensayos con animales, se administra una dosificacién para proporcionar una
concentracién in vivo diana similar a la que ha demostrado ser eficaz en los ensayos con animales.

il. Proteina de fusién para su uso en un método para disminuir una respuesta inmunitaria

La invencién incluye ademas una proteina de fusién de acuerdo con la presente invencién para su uso en la
disminucién de la respuesta inmunitaria en un sujeto. Se divulgan diversos métodos para disminuir la respuesta
inmunitaria en un sujeto. Dichos métodos comprenden administrar a un sujeto que necesita una disminucién en la
respuesta inmunitaria una cantidad terapéuticamente eficaz de una proteina de fusién IL-2/IL-2Ra.

Existe mucho interés en aprovechar el poder supresor de los Treg para inhibir respuestas inmunitarias no deseadas.
Los datos en ratones y ser humano muestran que potenciar la sefializaciéon de IL-2R con una dosis baja de IL-2
estimula selectivamente los Treg y potencia los mecanismos inmunitarios tolerogénicos. Las proteinas de fusion IL-
2/IL-2Ra divulgadas en el presente documento representan una forma nueva y mejorada de IL-2 que potencialmente
potencia mas los Treg. Por lo tanto, las proteinas de fusién IL-2/IL-2Ra pueden administrarse a pacientes con
enfermedades autoinmunitarias, enfermedad crénica de injerto contra hospedador, reacciones de rechazo de
trasplantes y otras afecciones en las que el objetivo es suprimir la autorreactividad.

Por ejemplo, una cantidad terapéuticamente eficaz de una proteina de fusién IL-2/IL-2Ra que promueve la tolerancia
inmunitaria puede encontrar uso, por ejemplo, en el tratamiento de un sujeto que tiene un trastorno autoinmunitario o
inflamatorio, incluyendo, pero sin limitacién, rechazos de injertos y alergias. Por lo tanto, en una realizacién, se
proporciona una proteina de fusién de acuerdo con la invencién para su uso en un método de tratamiento de un sujeto
que tiene un trastorno autoinmunitario o inflamatorio. Dicho método comprende administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente eficaz de una proteina de fusién IL-2/IL-2Ra.

Los ejemplos no limitantes de trastornos autoinmunitarios que pueden tratarse o prevenirse incluyen diabetes de tipo
1, esclerosis mdultiple, artritis reumatoide, enfermedad celiaca, lupus eritematoso sistémico, artritis idiopética juvenil,
enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa o esclerosis sistémica, enfermedad de injerto contra hospedador, vasculitis
inducida por el VHC, alopecia areata o psoriasis.

Otras enfermedades autoinmunitarias incluyen aquellas en las que ya hay indicios de que los Treg pueden estar
alterados y se beneficiarian de la estimulacién de los Treg dependiente de IL-2. A este respecto, los polimorfismos de
un solo nucleétido (SNP) en IL-2, IL-2Ra o IL-2R13 se han asociado como un riesgo genético para diabetes de tipo 1,
esclerosis multiple, artritis reumatoide, enfermedad celiaca, lupus eritematoso sistémico, artritis idiopética juvenil,
enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa y esclerosis sistémica. Los estudios sugieren que el riesgo genético esta
relacionado con un nimero y/o actividad alterados de Treg. Ademés, se ha demostrado que la terapia con IL-2 a dosis
bajas beneficia a los pacientes con EICH crénica y vasculitis inducida por el VHC. Por lo tanto, a dichas poblaciones
de pacientes también se les puede administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de una proteina de fusién IL-
2/IL-2Ra.

En otras realizaciones, las proteinas de fusién IL-2/IL-2Ra como se divulgan pueden usarse en combinacién con un
agente terapéutico para reducir la respuesta inmunitaria al agente (es decir, proteina). Por ejemplo, las proteinas de
fusién IL-2/IL-2Ra como se divulgan pueden usarse en combinacién con una proteina terapéutica que debe
administrarse crénicamente a un sujeto. Por lo tanto, en una realizacién especifica, el método incluye administrar al
sujeto al menos un agente terapéutico adicional en combinaciéon con una proteina de fusién IL-2/IL-2Ra. Dichos
agentes terapéuticos, incluyen, pero sin limitacién, una citocina, un glucocorticoide, una antraciclina (por ejemplo,
doxorrubicina o epirrubicina), una fluoroquinolona (por ejemplo, ciprofloxacino), un antifolato (por ejemplo,
metotrexato), un antimetabolito (por ejemplo, fluorouracilo), un inhibidor de la topoisomerasa (por ejemplo,
camptotecina, irinotecan o etopésido), un agente alquilante (por ejemplo, ciclofosfamida, ifosfamida, mitolactol o
melfalan), un antiandrégeno (por ejemplo, flutamida), un antiestrégeno (por ejemplo, tamoxifeno), un compuesto de
platino (por ejemplo, cisplatino), un alcaloide de la vinca (por ejemplo, vinorelbina, vinblastina o vindesina) o un
inhibidor mitético (por ejemplo, paclitaxel o docetaxel).

Asimismo, la cantidad terapéuticamente eficaz de las proteinas de fusién IL-2/IL-2Ra como se divulgan puede

administrarse ademés en terapias de combinaciéon para aumentar los Treg y la tolerancia. Dichas terapias de
combinacién pueden comprender la cantidad terapéuticamente eficaz de las proteinas de fusién IL-2/IL-2Ra en
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combinacién con anti-TNFa u otros agentes para inhibir las respuestas inflamatorias. La cantidad terapéuticamente
eficaz de una proteina de fusién IL-2/IL-2Ra Gtil para disminuir una respuesta inmunitaria dependeré del sujeto que se
esté tratando, la gravedad de la afeccién y la forma de administracién de las proteinas de fusién IL-2/IL-2Ra. Las dosis
de ejemplo incluyen de aproximadamente 10° Ul a aproximadamente 10° Ul de actividad IL-2 por adulto o de
aproximadamente 10* Ul a aproximadamente 108 Ul de actividad IL-2 por adulto. Las dosis de ejemplo incluyen de
aproximadamente 103 a aproximadamente 10°Ul de actividad IL-2 por adulto, de aproximadamente 10° a
aproximadamente 10* Ul de actividad IL-2 por adulto, de aproximadamente 10 a aproximadamente 10° Ul de actividad
IL-2 por adulto, de aproximadamente 10* a 10° Ul de actividad IL-2 por adulto, o de aproximadamente 10° a
aproximadamente 10° Ul de actividad IL-2 por adulto. En otros casos, la dosis terapéuticamente eficaz de las proteinas
de fusion IL-2/IL-2Ra es de aproximadamente 10* Ul de actividad IL-2 + 100 veces, es de aproximadamente 10* Ul de
actividad IL-2 + 10 veces, aproximadamente 10* Ul de actividad IL-2 + 2 veces, aproximadamente 10* Ul de actividad
IL-2 + 20 veces, aproximadamente 10* Ul de actividad IL-2 + 30 veces, aproximadamente 10* Ul de actividad IL-2 +
40 veces, aproximadamente 10* Ul de actividad IL-2 + 50 veces, aproximadamente 10* Ul de actividad IL-2 * 60 veces,
aproximadamente 10* Ul de actividad IL-2 + 70 veces, aproximadamente 10* Ul de actividad IL-2 + 80 veces o
aproximadamente 104 Ul de actividad IL-2 + 90 veces. En una realizaciéon no limitante especifica, a esta dosis se
administra una proteina de fusidén de IL-2 humana.

En una realizacién, el patron de referencia para la proteina de fusion de IL-2 de ratén es la IL-2 de ratén de
eBiosciences (NUmero de catalogo: 14-8021). Brevemente, la bioactividad de la IL-2 de ratén de eBioscience es la
siguiente: La DES0 de esta proteina, medida mediante el ensayo de proliferacién celular de CTLL-2, es inferior o igual
a 175 pg/ml. Esto corresponde a una actividad especifica superior o igual a 5,7 x 108 Unidades/mg.

En otra realizacién, el patrén de referencia para la proteina de fusién de IL-2 humana es el farmaco de IL-2 humana
Aldesleucina (Proleukin). Por lo tanto, las proteinas de fusién de IL-2 divulgadas en el presente documento se
comparan directamente con la proteina de fusién del farmaco de |IL-2 que se usa en terapia con IL-2 a dosis baja o
alta. La actividad IL-2 para IL-2 de ratén y humana usa el mismo ensayo y su actividad en unidades/mg es similar. Con
respecto al farmaco de IL-2 humana, es decir, aldesleucina (Proleukin), la medida de referencia de una cantidad de
IL-2 es la Unidad Internacional (Ul) que técnicamente no es una cantidad fija sino la cantidad que produce un efecto
fijo en un ensayo especifico de actividad biolégica, es decir, un ensayo de proliferacién de CTLL. En la préactica, la
fabricacion de IL-2 estd normalizada y existe una conversidn entre el peso del farmaco y las Unidades Internacionales.
Son 1,1 mg de IL-2 = 18 millones de Ul (abreviado 18 MUI).

Se entiende ademas que las dosis apropiadas de un agente funcional dependen de la potencia del agente activo con
respecto a la expresién o actividad que ha de modularse. Dichas dosis apropiadas pueden determinarse usando los
ensayos descritos en el presente documento. Ademas, se entiende que el nivel de dosis especifico para cualquier
sujeto animal particular dependera de una diversidad de factores, incluyendo la actividad del compuesto especifico
empleado, la edad, el peso corporal, el estado de salud general, el género y la dieta del sujeto, el momento de la
administracion, la via de administracion, la tasa de excrecidn y/o cualquier combinacién de farmacos.

Cuando la administracién sea con fines de tratamiento, la administracién puede tener fines profilacticos o terapéuticos.
Cuando se proporciona de manera profilactica, la sustancia se proporcione con antelaciéon a cualquier sintoma. La
administracién profilactica de la sustancia sirve para prevenir o atenuar cualquier sintoma posterior. Cuando se
proporciona terapéuticamente, la sustancia se proporciona al inicio de un sintoma (o poco después). La administracion
terapéutica de la sustancia sirve para atenuar cualquier sintoma real.

El experto en la materia apreciard que determinados factores pueden influir en la dosificacién necesaria para tratar
eficazmente a un sujeto, incluyendo, pero sin limitacién, la gravedad de la enfermedad o trastorno, los tratamientos
anteriores, el estado de salud general y/o la edad del sujeto, y otras enfermedades presentes. Asimismo, el tratamiento
de un sujeto con una cantidad terapéuticamente eficaz de una proteina de fusion IL-2/IL-2Ra puede incluir un
tratamiento Unico o, preferentemente, puede incluir una serie de tratamientos. También se apreciara que la dosificacién
eficaz de una proteina de fusién IL-2/IL-2Ra utilizada para el tratamiento puede aumentar o disminuir a lo largo del
curso de un tratamiento particular. Pueden producirse cambios en la dosificacién y hacerse evidentes a partir de los
resultados de los ensayos de diagnhdstico como se describen en el presente documento.

Las cantidades terapéuticamente eficaces de una proteina de fusion IL-2/IL-2Ra pueden determinarse mediante
estudios en animales. Cuando se usan ensayos con animales, se administra una dosificacién para proporcionar una
concentracién tisular diana similar a la que ha demostrado ser eficaz en los ensayos con animales.

ili. Composicién farmacéutica

Las diversas proteinas de fusién IL-2/IL-2Ra divulgadas en el presente documento (también denominadas en el
presente documento "compuestos activos") pueden incorporarse en composiciones farmacéuticas adecuadas para la
administracién. Dichas composiciones normalmente comprenden la proteina de fusién y un portador
farmacéuticamente aceptable. Como se usa en el presente documento, la expresién "portador farmacéuticamente
aceptable" pretende incluir cualquiera y todos los disolventes, medios de dispersién, recubrimientos, agentes
antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y retardantes de la absorcién, y similares, compatibles con la
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administracién farmacéutica. El uso de dichos medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas es bien
conocido en la materia. Excepto en el caso de que cualquier agente o medio convencional sea incompatible con el
compuesto activo, se contempla el uso de los mismos en las composiciones. También pueden incorporarse
compuestos activos complementarios en las composiciones.

Una composicién farmacéutica como se divulga en el presente documento se formula para que sea compatible con su
via de administracién prevista. Los ejemplos de vias de administracién incluyen parenteral, por ejemplo, intravenosa,
intradérmica, subcutanea, oral (por ejemplo, inhalacién), transdérmica (tépica) y transmucosa. Ademas, puede ser
deseable administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de la composiciéon farmacéutica localmente en una zona
que necesite tratamiento. Esto puede conseguirse mediante, por ejemplo, infusién o perfusidn local o regional durante
la cirugia, aplicacion tépica, inyeccion, catéter, supositorio o implante (por ejemplo, implantes formados por materiales
porosos, no porosos o gelatinosos, incluyendo membranas, tales como membranas o fibras sialasticas), y similares.
En otra realizacion, la cantidad terapéuticamente eficaz de la composiciéon farmacéutica se suministra en una vesicula,
tal como liposomas (véase, por ejemplo, Langer, Science 249:1527-33, 1990 y Treat et al., en Liposomes in the
Therapy of Infectious Disease and Cancer, Lopez Berestein y Fidler (eds.), Liss, N.Y., pags. 35365, 1989).

En ofra realizacién més, la cantidad terapéuticamente eficaz de la composicién farmacéutica puede suministrarse en
un sistema de liberacién controlada. En un ejemplo, puede usarse una bomba (véase, por ejemplo, Langer, Science
249:1527-33, 1990; Sefton, Crit. Rev. Biomed. Eng. 14:201-40, 1987; Buchwald et al., Surgery 88:507-16, 1980;
Saudek et al., N. Engi. J. Med. 321:574-79, 1989). En otro ejemplo, pueden usarse materiales poliméricos (véase, por
ejemplo, Levy et al., Science 228:190-92, 1985; During et al., Ann. Neurol. 25:351-56, 1989; Howard et al., J.
Neurosurg. 71:105-12, 1989). También pueden usarse otros sistemas de liberacién controlada, tales como los
analizados por Langer (Science 249:1527-33, 1990).

Las soluciones o suspensiones utilizadas para la aplicacion parenteral, intradérmica o subcutanea pueden incluir los
siguientes componentes: un diluyente estéril tal como agua para inyeccion, solucién salina, aceites no volatiles,
polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol u otros disolventes sintéticos; agentes antibacterianos, tales como alcohol
bencilico o metil parabenos; antioxidantes, tales como acido ascérbico o bisulfito sédico; agentes quelantes, tales
como acido etilendiaminotetraacético; tampones, tales como acetatos, citratos o fosfatos y agentes para el ajuste de
la tonicidad tales como cloruro sédico o dextrosa. El pH puede ajustarse con &cidos o bases, tales como acido
clorhidrico o hidréxido de sodio. La preparacion parenteral puede estar contenida en ampollas, jeringuillas desechables
o viales multidosis hechos de vidrio o plastico.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para su uso inyectable incluyen soluciones o dispersiones acuosas
estériles (cuando son hidrosolubles) y polvos estériles para la preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones
inyectables estériles. Para la administracién intravenosa, los transportadores adecuados incluyen solucidén salina
fisiolégica, agua bacteriostatica, Cremophor EL9® (BASF; Parsippany, NJ) o solucién salina tamponada con fosfato
(PBS). En todos los casos, la composicién ha de ser estéril y debe ser fluida hasta el punto de que pueda inyectarse
facilmente. Debe ser estable en las condiciones de fabricacién y almacenamiento y ha de conservarse frente a la
accién contaminante de microorganismos, tales como bacterias y hongos. El portador puede ser un disolvente o medio
de dispersiéon que contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol
liquido y similares) y mezclas adecuadas de los mismos. La fluidez adecuada puede mantenerse, por ejemplo,
mediante el uso de un recubrimiento tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula necesario
en caso de dispersibn y mediante el uso de tensioactivos. Puede lograrse la prevencion de la acciéon de
microorganismos mediante diversos agentes antibacterianos y antifungicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol,
fenol, acido ascérbico, timerosal y similares. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo,
azucares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol, cloruro de sodio, en la composicién. Puede lograrse la absorcién
prolongada de las composiciones inyectables incluyendo en la composicién un agente que retrase la absorcién, por
ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles pueden prepararse incorporando el compuesto activo en la cantidad necesaria en
un disolvente apropiado con uno o una combinacién de los ingredientes enumerados anteriormente, segun sea
necesario, seguido de esterilizacidn por filtracién. En general, las dispersiones se preparan mediante la incorporacion
del compuesto activo en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersiéon basico y los demas ingredientes
necesarios de los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones
inyectables estériles, los métodos preferidos de preparacién son secado al vacio y liofilizacién, lo que proporciona un
polvo del principio activo méas cualquier ingrediente adicional deseado a partir de una solucién esterilizada por filtracién
de los mismos.

Para la administraciéon por inhalacién, los compuestos se suministran en forma de aerosol desde un recipiente o
dispensador presurizado que contiene un propulsor adecuado, por ejemplo, un gas, tal como diéxido de carbono o un
nebulizador.

La administracién sistémica también puede ser por medios transmucosos o transdérmicos. Para la administracion

transmucosa o transdérmica, se usan en la formulacién penetrantes apropiados para la barrera que se ha de permear.
Dichos penetrantes se conocen generalmente en la materia, e incluyen, por ejemplo, para la administracién
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transmucosa, detergentes, sales biliares y derivados del acido fusidico. La administracién transmucosa puede
realizarse mediante el uso de pulverizaciones nasales o supositorios. Para la administraciéon transdérmica, los
compuestos activos se formulan en pomadas, bélsamos, geles o cremas, como se conoce generalmente en la materia.
Los compuestos también pueden prepararse en forma de supositorios (por ejemplo, con bases para supositorios
convencionales, tales como manteca de cacao y otros glicéridos) o enemas de retencién para suministro rectal.

Los compuestos activos pueden prepararse con portadores que protejan al compuesto de una rapida eliminacién del
organismo, tal como una formulacién de liberacién controlada, incluyendo implantes y sistemas de administracién
microencapsulados. Pueden usarse polimeros biodegradables y biocompatibles, tales como acetato de etilenvinilo,
polianhidridos, &cido poliglicdlico, colageno, poliortoésteres y é&cido polilactico. Los métodos para preparar dichas
formulaciones seran evidentes para los expertos en la materia. Los materiales también pueden obtenerse en el
mercado a través de Alza Corporation y Nova Pharmaceuticals, Inc. También pueden usarse como portadores
farmacéuticamente aceptables suspensiones liposémicas (que incluyen liposomas dirigidos a células infectadas con
anticuerpos monoclonales contra antigenos viricos). Estos se pueden preparar de acuerdo con métodos conocidos
por los expertos en la materia, por ejemplo, como se describe en la Patente de los EE. UU. N.° 4.522.811.

Es especialmente ventajoso formular las composiciones orales o parenterales en forma de dosificacién unitaria para
facilitar la administracién y la uniformidad de la dosis. La forma farmacéutica unitaria como se usa en el presente
documento se refiere a unidades fisicamente individuales adecuadas como dosis unitarias para el sujeto que se ha de
tratar conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de compuesto activo calculada para producir el efecto
terapéutico deseado en asociacién con el portador farmacéutico necesario. La especificacién para las formas
farmacéuticas de la presente invencién viene dictada por las caracteristicas Unicas del compuesto activo y el efecto
terapéutico particular que ha de conseguirse, y depende directamente de ellas, asi como de las limitaciones inherentes
a la técnica de formacidén de compuestos de dicho compuesto funcional para el tratamiento de individuos.

Las composiciones farmacéuticas pueden incluirse en un recipiente, paquete o dispensador junto con instrucciones
para su administracién.

iv. Kits

Como se usa en el presente documento, un "kit" comprende una proteina de fusién IL-2/IL-2Ra para su uso en la
modulacién de la respuesta inmunitaria, como se describe en otra parte del presente documento. Los términos "kit" y
"sistema”, como se usan en el presente documento, pretenden referirse a al menos una o mas proteinas de fusion IL-
2/IL-2Ra que, en realizaciones especificas, estdn en combinacion con uno o mas tipos diferentes de elementos o
componentes (por ejemplo, otros tipos de reactivos bioquimicos, recipientes, envases, tales como acondicionamientos
destinados a la venta comercial, instrucciones de uso, etc.).

V. Identidad de secuencia

Como se ha descrito anteriormente, se divulgan variantes y fragmentos activas de las proteinas de fusién IL-2/IL-2Ra
o el polinucleétido que codifica las mismas, incluyendo los diversos componentes de la proteina de fusién IL-2/IL-2Ra.
Dichos componentes incluyen, IL-2, el dominio extracelular de IL-2Rq, las secuencias enlazadoras o la secuencia de
Kozak. La actividad conservada por la variante o el fragmento activos de la proteina de fusién o un componente dado
de la proteina de fusidén se analiza con mayor detalle en otra parte del presente documento.

Tales variantes pueden tener al menos un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad
de secuencia con un polipéptido o polinucleétido de referencia dado. Un fragmento puede comprender al menos 10,
20, 30, 50, 75, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1500, 2000 nucleétidos contiguos de una secuencia
de nucleétidos de referencia dada o hasta la longitud total de una secuencia de referencia de nucleétidos dada; o un
fragmento puede comprender al menos 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 75, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170,
180, 190, 200 aminoécidos contiguos o hasta la longitud completa de una secuencia polipeptidica de referencia dada.

Como se usa en el presente documento, la "identidad de secuencia" o "identidad" en el contexto de dos secuencias
polinucleotidicas o polipeptidicas hacen referencia a los restos en las dos secuencias que son iguales cuando se
alinean para maxima correspondencia a lo largo de una ventana de comparacién especifica. Cuando se usa el
porcentaje de identidad de secuencia en referencia a proteinas, se reconoce que las posiciones de restos que no son
idénticas normalmente difieren por sustituciones de aminoacidos conservadoras, donde se sustituyen los restos de
aminoécido por otros restos de aminoé4cido con propiedades quimicas similares (por ejemplo, carga o hidrofobia) y,
por lo tanto, no cambian las propiedades funcionales de la molécula. Cuando las secuencias difieren en sustituciones
conservadoras, el porcentaje de identidad de secuencia se puede ajustar por exceso para corregir la naturaleza
conservadora de la sustitucién. Se dice que las secuencias que difieren en dichas sustituciones conservadoras tienen
"similitud de secuencia" o "similitud". Los medios para hacer este ajuste son bien conocidos por los expertos en la
materia. Normalmente, esto implica puntuar una sustitucién conservadora como un emparejamiento erréneo parcial
en lugar de completo, aumentando de este modo el porcentaje de identidad de secuencia. Por lo tanto, por ejemplo,
cuando se asigha a un aminoécido idéntico una puntuacién de 1y se asigna a una sustitucién no conservadora una
puntuacién de cero, se asigna a una sustitucién conservadora una puntuacién entre cero y 1. La puntuacién de
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sustituciones conservadoras se calcula, por ejemplo, como se implementa en el programa PC/GENE (Intelligenetics,
Mountain View, California).

Como se usa en el presente documento, el "porcentaje de identidad de secuencia” significa el valor determinado
comparando dos secuencias alineadas de manera 6ptima a lo largo de una ventana de comparacién, en donde la
porcién de la secuencia polinucleotidica en la ventana de comparacién puede comprender adiciones o supresiones
(es decir, huecos) en comparacién con la secuencia de referencia (que no comprende adiciones o supresiones) para
la alineacién 6ptima de las dos secuencias. El porcentaje se calcula determinando el nUmero de posiciones en las
cuales se encuentran la base de acido nucleico o el resto de aminoécido idénticos en ambas secuencias para producir
el nimero de posiciones emparejadas, dividiendo el nimero de posiciones emparejadas entre el nimero total de
posiciones en la ventana de comparacién y multiplicando el resultado por 100 para producir el porcentaje de identidad
de secuencia.

A menos que se indique otra cosa, los valores de identidad/similitud de secuencia proporcionados en el presente
documento se refieren al valor obtenido usando GAP Versién 10 usando los siguientes pardmetros: % de identidad y
% de similitud para una secuencia de nucleétidos usando una ponderacién de GAP de 50 y una ponderacién de la
longitud de 3 y la matriz de puntuacién nwsgapdna.cmp; % de identidad y % de similitud para una secuencia de
aminodacidos usando una ponderacién de GAP de 8 y una ponderacién de la longitud de 2 y la matriz de puntuacion
BLOSUMSB62; o cualquier programa equivalente de los mismos. Por "programa equivalente”" se entiende cualquier
programa de comparacién de secuencias que, para dos secuencias cualquiera en cuestién, genera una alineacién que
tiene emparejamientos de restos de nuclebtidos 0 aminoacidos idénticos y un porcentaje de identidad de secuencia
idéntico en comparacién con la alineacién correspondiente generada por GAP Versién 10.

Como se usa en el presente documento, los términos en singular "un”, "una", y "el/la" incluyen las referencias en plural
a menos que el contexto indique claramente lo contrario. De manera similar, se pretende que la palabra "o0" incluya
"y", a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Se entiende ademéas que todos los tamafios de bases o
los tamafios de aminoécidos y todos los valores de peso molecular o masa molecular, proporcionados para los acidos
nucleicos o polipéptidos son aproximados, y se proporcionan para la descripcién.

La materia objeto de la presente divulgacién se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos no limitantes.
Parte experimental

IL-2 es un producto biolégico que se ha utilizado en intentos de estimular las respuestas inmunitarias en pacientes con
cancer y VIH/SIDA. Mas recientemente, se han utilizado dosis mucho mas bajas de IL-2 para estimular selectivamente
la tolerancia y suprimir respuestas inmunitarias no deseadas asociadas a ataques de tipo autoinmunitario a los propios
tejidos. De manera importante, estas dosis bajas de IL-2 no han mostrado signos de potenciacién o reactivacioén de
los linfocitos T autorreactivos. Sin embargo, la IL-2 tiene importantes inconvenientes como agente terapéutico,
incluyendo una semivida muy corta in vivo, lo que limita su eficacia, y toxicidad a dosis elevadas. Por estas razones,
se ha producido un nuevo producto biolégico de IL-2 con el objetivo de mejorar su farmacocinética y la durabilidad de
las respuestas para su uso 1) en terapias basadas en IL-2 a dosis bajas para estimular los linfocitos T reguladores
(Treg) y la tolerancia inmunitaria y 2) en terapia adyuvante con dosis mas altas para estimular las respuestas
inmunitarias y la memoria. Para lograr estos objetivos, se han desarrollado proteinas de fusién IL-2/IL-2Ra, donde
estas fusiones se disefiaron para aumentar la disponibilidad de IL-2 mediante el aumento de la estimulacién persistente
por IL-2 de los linfocitos portadores de IL-2R in vivo. Estas fusiones consisten en proteinas modificadas por ingenieria
genética de la siguiente manera (FIG. 1): 1) una secuencia lider de IL-2 que contiene una secuencia Kozak optimizada
para una traduccion eficaz; 2) la secuencia de longitud completa de IL-2; 3) una secuencia enlazadora de glicina o
glicina/serina de longitud variable; 4) la secuencia codificante del dominio extracelular expresado de IL-2Ra; 5) un
espaciador de glicina de 2 aminoacidos; 6) una regién de polihistidina de seis aminoacidos para la purificacion; y 7)
dos codones de terminacidén. Las secuencias de proteinas predichas de estos ADNc de ratén y ser humano se
muestran para las proteinas de fusién IL-2/(GlySer)/IL-2Ra en la FIG. 2Ay FIG. 2B, respectivamente. Estos ADNc se
clonaron en el vector de expresién pCineo y se usaron para la expresiéon de estas proteinas de fusién en células COS7.
El analisis de los sobrenadantes del cultivo indicd que cada proteina de fusion de ratén presentd bioactividad IL-2 in
vitro, con actividad 6ptima asociada a la proteina de fusién IL-2/(GlysSer)s/IL-2Ra (FIG. 3A). En consecuencia, la
inclusién de anti-IL-2 en este bioensayo inhibié totalnente la proliferaciéon (FIG. 3B). Se prepararon cantidades mayores
de IL-2/(GlysSer)s/IL-2Ra e IL-2/(GlysSer)s/IL-2Ra después de la expresidn en células CHO y se purificaron mediante
cromatografia de afinidad mediante la unién del marcador His 6x de la proteina de fusién a niquel inmovilizado. La
proteina de fusion de ratdn IL-2/(GlysSer)s/IL-2Ra mostré una mayor bioactividad IL-2 que IL-2/(GlysSer)4/IL-2Ra (FIG.
4A) aunque ambas proteinas de fusion inhibieron de manera similar la unién de dos anticuerpos anti-IL-2Ra (PC681 y
7D4) (FIG. 4B) a células que expresaban IL-2Raq, confirmando que una mayor actividad IL-2 se asocia a la proteina
de fusién anterior. La inhibicién de la unién de PC61 y 7D4 también indica que la porcién IL-2Ra de la proteina de
fusién conservé suficiente estructura terciaria para unirse a estos anticuerpos. Sin embargo, estas proteinas de fusidén
no inhibieron la unién de un anticuerpo monoclonal (3C7) dirigido al sitio de unién a IL-2 de IL-2Ra, a células que
expresaban IL-2Ra. Este resultado implica que la IL-2 dentro de la proteina de fusién IL-2/IL-2Ra estd espacialmente
cerca del sitio de unién de IL-2Ra (FIG. 5). El anélisis por transferencia Western de estas proteinas de fusién mostré
que IL-2/IL-2Ra tenia 55-65 kDa, con movilidad algo mas rapida en condiciones no reductoras, y que era
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aproximadamente 15 kDa mayor que la observada para IL-2Ra soluble (FIG. 8A). Correspondientemente, el analisis
directo de la IL-2/(GlysSer)s/IL-2-Ra de ratén purificada mediante SDS-PAGE fue coherente con una proteina
monomérica heterogénea de 55-65 kDa (FIG. 6B), que es el tamafio esperado para una molécula de fusién de IL-2
(15 kDa) y IL-2Ra (40-50 kDa) (FIG. 6), donde IL-2Ra muestra heterogeneidad de tamafio debido a una extensa
glicosilacién variable (Malek y Korty, J. Immunol. 136:4092-4098, 1986). Una consecuencia inmediata de la
transduccién de sefiales dependiente de IL-2 es la fosforilacién de tirosina de STATS (pSTATS). El tratamiento de
ratones con |IL-2/(GlysSer)s/IL-2Ra de ratén dio como resultado una activacidén extensa y selectiva de pSTATS en Treg
30 minutos después del tratamiento (FIG. 7). Los estudios de dosis-respuesta mostraron que |IL-2/(GlysSer)s/IL-2Ra
de ratdén afecté a una serie de actividades clave de Treg in vivo (FIG. 8). Estos efectos sobre los Treg incluyeron:
representacion (FIG. 8A) y nimero (no mostrado) aumentados de Treg en el compartimento de linfocitos T CD4*;
regulacién positiva de CD25 dependiente de IL-2 (FIG. 8B); proliferacién aumentada segun lo evaluado mediante la
expresion del marcador proliferativo Ki67 (FIG. 8C); y fraccién aumentada del subconjunto de Treg Klrgl* diferenciados
terminalmentes dependientes de IL-2 (FIG. 8D). Estos efectos fueron méas sorprendentes para los Treg en el bazo y
el pancreas inflamado de ratones diabéticos no obesos (NOD). 1000 unidades de actividad IL-2, segln lo medido en
el bioensayo de CTLL IL-2 convencional, asociadas a IL-2/(GlysSer)s/IL-2Ra mostraron niveles mas bajos, pero efectos
facilmente medibles sobre los Treg (FIG. 8). Se compararon ratones C57/BL6 tratados con IL-2/(GlysSer)s/IL-2Ra
(2000 unidades de actividad IL-2) con ratones que recibieron IL-2 recombinante (25.000 unidades) o complejos
agonistas de IL-2/anti-IL-2 (IL2/IC) (10.000 unidades de actividad IL-2) (FIG. 9). IL-2/(GlysSer)s/IL-2Ra fue mucho mas
eficaz que IL-2 recombinante y ligeramente mas eficaz que IL2/IC para inducir un aumento persistente de Treg y
propiedades relacionadas (FIG. 9). Estos aumentos en Treg tolerogénicos se produjeron a niveles 5y 12,5 veces mas
bajos de actividad IL-2 en comparacién con IL2/IC e IL-2 recombinante, respectivamente. Cuando se tiene en cuenta
la activacion de pSTATS dependiente de IL-2 en Treg directamente ex vivo (FIG. 9), estos datos sugieren una semivida
biolégica de aproximadamente 72 horas para IL-2/IL-2Ra. Se sometieron ratones NOD prediabéticos a un tratamiento
corto con cantidades bajas de IL-2/IL-2Ra (FIG. 10). Se observé un retraso en la aparicién de la diabetes en aquellos
ratones que fueron tratados con 800 U de actividad IL-2 asociada a IL-2/IL-2Ra. Con respecto a la inmunidad, la
aplicacion de una Unica dosis alta de IL-2/(GlysSer)s/IL-2Ra (12.000 U de actividad IL-2) también impulsé
sustancialmente las respuestas de linfocitos T CD8*, especialmente células de memoria de larga duraciéon (FIG. 11).
Poco después de la vacunacion (dia 28), las células de memoria efectora (EM) CD443% CD62L1°3° CD1273k°
dominaban el grupo de memoria; sin embargo, con el paso del tiempo, las células de memoria central (CM) CD443/
CD62L2* CD1273% aumentaron y las células CM dominaron el conjunto de memoria 202 dias después de la
inmunizacién (FIG. 12). Por lo tanto, IL-2/(GlysSer)s/IL-2Ra actia de manera analoga a la IL-2 recombinante para
estimular los Treg tolerogénicos e inmunosupresores y la inmunidad a través del aumento de las respuestas
efectoras/de memoria T, pero presenta una farmacocinética mejorada mediante el suministro de dichas respuestas:
1) a niveles eficaces mas bajos de actividad IL-2; 2) con respuestas biolégicas mas persistentes; y 3) conservacién de
la jerarquia con Treg que responden a dosis mas bajas que los linfocitos efectores/de memoria T. Estos hallazgos
respaldan la idea de que las proteinas de fusién IL-2/IL-2Ra representan una clase nueva y mejorada de farmacos
que proporcionan actividad IL-2 para estimular selectivamente la tolerancia inmunitaria o la memoria inmunitaria
cuando se administran a la dosis y la pauta adecuadas.

También se produjeron proteinas de fusién IL-2/IL-2Ra que comprendian IL-2 humana e IL-2Ra humano (FIG. 1, FIG.
2B). Estos ADNc se expresaron en células CHO y las proteinas de fusién secretadas se purificaron en cromatografia
de afinidad de Niquel basada en el marcador 6x-His. Las proteinas de fusién variaron en la longitud de los enlazadores
de glicina/serina de manera analoga a las utilizadas para IL-2/IL-2Ra de ratén. Las 4 proteinas de fusidn IL-2/IL-2Ra
humanas resultantes presentaron bioactividad IL-2 usando el ensayo CTLL de ratén (FIG. 13A). El anélisis por
transferencia Western confirmé que la IL-2/IL-2Ra humana también mostré una banda heterogénea entre 55-60 kDa
(FIG. 13B), coherente con las moléculas altamente glicosiladas esperadas para la IL-2 unida a IL-2Ra. Las proteinas
de fusién IL-2/IL-2Ra con los enlazadores (G3S)3 y especialmente (G4S)4 pueden tener mayor actividad porque se
observé menos proteina de fusién incluso aunque se cargé una cantidad equivalente de actividad IL-2 en cada calle
(FIG. 13B). La capacidad de la proteina de fusidén para inhibir la unién de anticuerpos monoclonales anti-IL-2Ra, M-
A257 y BC96, a células que portan IL-2Ra humano indica que el IL-2Ra de la proteina de fusién conservé suficiente
estructura terciaria para unirse a estos anticuerpos (FIG. 14). Sin embargo, estas proteinas de fusién inhibieron sélo
parcialmente la unién de un anticuerpo monoclonal (BC96) dirigido al sitio de unidén a IL-2 de IL-2Ra, lo que implica
que la IL-2 dentro de la proteina de fusién IL-2/IL-2Ra esta espacialmente cerca del sitio de unién de IL-2Ra. Asimismo,
se estimé que la actividad especifica de las proteinas de fusién IL-2/IL-2Ra humana y de ratén que contenian el
enlazador (G3S)3 era de 80 y 2000 pM, respectivamente, por 1 unidad/ml de actividad bioactiva de IL-2. Estos valores
son mucho mas altos que los de la actividad de la IL-2 recombinante, que es de 10 pM a 1 unidad/ml. Las distintas
actividades entre IL-2/IL-2Ra humana y de ratén se explican, al menos parcialmente, por una ineficacia relativa de la
proteina de fusién humana para respaldar la proliferacién de células CTLL de ratén en el bioensayo en comparacion
con las proteinas de fusiéon de ratén o la IL-2 recombinante de ratén y humana (no mostrada). Estas actividades
especificas relativamente bajas y los resultados de bloqueo de anticuerpos (FIG. 5y FIG. 12) plantearon la posibilidad
de que exista una interaccién intramolecular especifica entre IL-2 e IL-2Ra en el contexto de la proteina de fusién que
limita la cantidad de IL-2 en la proteina de fusién para estimular las células que portan el IL-2R. Para someter a ensayo
directamente esta idea, se mutaron dos restos de arginina a treonina y serina dentro del sitio de unién a IL-2 del IL-
2Ra humano (véase Robb et al., Proc. Nati. Acad. Sci. USA, 85:5654-5658, 1988). Se detectd una bioactividad mucho
mayor asociada a estas proteinas de fusion de IL-2R mutante (FIG. 15); se estimé que la actividad especifica de las
proteinas de fusién IL-2/IL-2Ra mutadas era de aproximadamente 5 pM para 1 unidad/ml de actividad IL-2, un valor
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muy similar al de la IL-2 recombinante. Por lo tanto, estos datos indican que la IL-2/IL-2Ra humana es biolégicamente
activa y un mecanismo de accién especifico que explica la actividad prolongada de IL-2 en estas proteinas de fusién
es a través de una interaccién competitiva entre el resto de IL-2 con la regidén de unién a IL-2 de IL-2Ra de la proteina
de fusion y con células que expresan el IL-2R.
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Aunque la invencién anterior se ha descrito con cierto nivel de detalle a modo de ilustracién y ejemplo con fines de
claridad de comprensidn, sera obvio que pueden ponerse en practica determinados cambios y modificaciones dentro
del &mbito de la presente invencién que se define en las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES
1. Una proteina de fusién que comprende:

(a) un primer polipéptido que comprende interleucina-2 (IL-2); en donde el primer polipéptido tiene al menos un
70 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 2; y

(b) un segundo polipéptido, fusionado en fase de lectura con el primer polipéptido por un enlazador, en donde el
enlazador es la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 13, y endonde el segundo polipéptido comprende un dominio
extracelular del receptor alfa de interleucina-2 (IL-2Ra), en donde el segundo polipéptido tiene al menos un 70 %
de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 7, que tiene actividad bioldgica del dominio extracelular de IL-2Rq;

en donde la proteina de fusién tiene una actividad IL-2 aumentada en comparacién con la IL-2 nativa; o en donde
la proteina de fusién tiene una estimulacién por IL-2 persistente aumentada de linfocitos portadores de IL-2R in
vivo en comparacién con la IL-2 nativa.

2. La proteina de fusién de la reivindicacién 1, en donde el primer polipéptido que comprende IL-2 tiene al menos un
75 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 99 % o un 100 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 2.

3. La proteina de fusién de la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, en donde el segundo polipéptido que comprende
el dominio extracelular de IL-2Ra tiene al menos un 75 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %,
al menos un 99 % o un 100 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 7.

4. La proteina de fusién de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, que comprende

(a) la secuencia de aminoacidos de una cualquiera de las SEQ ID NO: 26, 27, 36, 37,57 0 59; o
(b) una secuencia que tiene al menos un 80 %, 85 %, 90 % o 95 % de identidad de secuencia con una cualquiera
de las SEQ ID NO: 26, 27, 36, 57 0 59.

5. La proteina de fusién de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde la proteina de fusién comprende:

(a) la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 62; o
(b) una secuencia que tiene al menos un 80 %, 85 %, 90 % 0 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:
62.

6. Un polinucledtido que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica la proteina de fusién de una cualquiera
de las reivindicaciones 1-5.

7. Una célula hospedadora que comprende el polinucleétido de la reivindicacién 6, en donde la célula hospedadora es
opcionalmente una célula CHO o una célula COS.

8. Un método de produccidn de la proteina de fusién de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, comprendiendo el
método expresar el polinucleétido que codifica la proteina de fusién en la célula hospedadora de la reivindicaciéon 7 y
recuperar la proteina de fusidén producida de este modo.

9. La proteina de fusién de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para su uso en la disminucién de la respuesta
inmunitaria en un sujeto que lo necesite.

10. La proteina de fusion para el uso de acuerdo con la reivindicacién 9, en donde el sujeto tiene una enfermedad
autoinmunitaria; opcionalmente, en donde la enfermedad autoinmunitaria se selecciona del grupo que consiste en
diabetes de tipo 1, esclerosis multiple, artritis reumatoide, enfermedad celiaca, lupus eritematoso sistémico, artritis
idiopatica juvenil, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa o esclerosis sistémica, enfermedad de injerto contra
hospedador, psoriasis, alopecia areata y vasculitis inducida por el VHC.

11. La proteina de fusién para el uso de acuerdo con la reivindicacién 9 o la reivindicaciéon 10, en donde una cantidad
terapéuticamente eficaz de la proteina de fusion comprende de 103 a 10° Ul de actividad IL-2 por adulto o 10*+100
veces de actividad IL-2 por adulto.

12. La proteina de fusiéon de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para su uso en la potenciacién de la
inmunogenicidad de una vacuna en un sujeto que lo necesite o para superar una respuesta inmunitaria suprimida a
una vacuna en un sujeto que lo necesite.

13. La proteina de fusién para el uso de acuerdo con la reivindicacién 12, en donde la proteina de fusién y la vacuna
han de administrarse simultdneamente.

14. La proteina de fusién para el uso de acuerdo con la reivindicacién 12, en donde la proteina de fusién y la vacuna
han de administrarse secuencialmente en cualquier orden.
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15. La proteina de fusion para el uso de acuerdo con la reivindicacién 13 o la reivindicacién 14, en donde dicha vacuna
es una vacuna contra el cancer.

16. La proteina de fusidén para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12-15, en donde una
cantidad terapéuticamente eficaz de la proteina de fusion comprende al menos de 10* a 107 Ul de actividad IL-2 por
adulto o0 10%+10 veces de actividad IL-2 por adulto.

17. La proteina de fusién para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9-16, en donde el sujeto
es un ser humano.
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