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DESCRIPCION
Composiciones y métodos relacionados con el tratamiento de enfermedades
Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a composiciones y métodos para promover la induccién de una respuesta inmunitaria
mediada por células (tal como la mediada por células Th1) y la supresién de una respuesta inmunitaria humoral o
alérgica (tal como la mediada por células Th2 y Th17). En particular, la invencién se refiere a composiciones y métodos
para prevenir o tratar la alergia, tal como alergia alimentaria, y enfermedades alérgicas asociadas, y condiciones donde
una respuesta exagerada de Th17 juega un papel nocivo, tal como respuestas inflamatorias y enfermedades
autoinmunes. La invencion se extiende ademés al uso de las composiciones de la invencién en el tratamiento y/o
profilaxis de alergia y enfermedades alérgicas asociadas y también del cancer.

Antecedentes de la invencién

Se hipotetiza que en ciertas circunstancias, la respuesta de Th1 o la respuesta de Th2/Th17 puede provocar
enfermedad. Una respuesta de Th1 exagerada puede generar una enfermedad autoinmune especifica de un 6rgano
tal como artritis, esclerosis multiple, o diabetes tipo |, mientras que una respuesta exagerada de Th2/Th17 puede ser
la base de alergia y atrofia. Actualmente se cree que las células Th17 juegan un papel principal en la defensa del
huésped frente a patégenos y una respuesta exagerada de Th17 puede llevar a respuestas inflamatorias graves y
enfermedades autoinmunes — enfermedades inflamatorias intestinales (IBD), especificamente, colitis ulcerosa (UC) y
enfermedad de Crohn (CD), son procesos inflamatorios crénicos del tracto gastrointestinal. En estas enfermedades
una respuesta inmunitaria afectada y exagerada, principalmente hacia la microflora endégena, juega un papel
principal. La expresion de IL-17 estd aumentada tanto en UC como en CD. Los IFN tipo | se han estudiado en ensayos
clinicos en pacientes con UC y han demostrado eficacia en estudios seleccionados. Como citoquinas antivirales, se
sabe ahora que los IFN tipo | pueden regular el desarrollo de las células Th17.

Se sabe que diferentes patégenos inducen diferentes subtipos de IFN-a in vitro y que los subtipos de IFN-a tienen
diferentes actividades antivirales, antiproliferativas e inmunomoduladoras. La infeccién por medio de una variedad de
rutas, que incluye oralmente, se ha mostrado que induce diferentes perfiles de subtipo. Los subtipos de IFN-a se unen
al mismo receptor, activan rutas de sefializacién comunes y se espera que tengan las mismas funciones biolégicas.
Todos los subtipos de IFN-a tienen actividades antivirales, por definicién, aunque su eficacia absoluta en este contexto
puede variar considerablemente. Ademas, se han descrito muchas otras propiedades biol6gicas, pero con potencias
variables, que incluyen actividades inmunomoduladoras y antiproliferativas. Los efectos pleyotrépicos parecen ser
debidos a interaccién diferencial con las cadenas receptoras y la sefializacién a través de diferentes rutas intracelulares
a una variedad de moléculas efectoras. El receptor de IFN tipo | consiste en dos cadenas, IFNR1 e IFNR2. Hay un
intervalo de afinidades de unién para cada uno de los 12 subtipos de IFN-a con las diferentes cadenas receptoras.

Los IFN-a pueden tener un papel clave en la regulacién de la respuesta de Th1. Se ha mostrado que el tratamiento
con IFN-a promueve la diferenciaciéon de las células Th1 indirectamente (principalmente por medio de IFN-y), pero
también parece suprimir el desarrollo de las células Th2 a través de la supresion de la expresiéon génica de IL-4 e IL-
13. Por lo tanto IFN-a es capaz de reestablecer un equilibrio de poblacién de Th1/Th2 en enfermedades e infecciones
que promueven un desequilibrio de células Th2. En afios recientes, se hizo evidente que aparte de sus efectos
antivirales, se ejercen varias funciones inmunomoduladoras mediante IFN-a. IFN-a puede impactar en la diferenciacién
de células dendriticas y controla la expresién de diversas citoquinas pro-inflamatorias tales como IL-8 0 IL-18 e induce
diversos mediadores antiinflamatorios tales como el antagonista del receptor de IL-1 (IL-1Ra), receptor de TNF soluble
p55, proteina de unién IL-10 e IL-18. Sin embargo, los mecanismos de accidén de IFN-q, y en particular de los subtipos
IFN-a individuales, todavia se entienden solo parcialmente.

En pacientes con alergia o enfermedad alérgica, se genera una respuesta inmunitaria predominante de Th2. Las
células Th2 secretan IL-4 e IL-13 que llevan a las células B a producir anticuerpos de inmunoglobulina E (IgE)
especificos para un alérgeno. Un alérgeno es un antigeno capaz de estimular una reaccién de hipersensibilidad de
tipo | en individuos atépicos principalmente a través de respuestas mediadas por inmunoglobulina e (IgE). Después
de esto, la IgE se une a su receptor de alta afinidad en mastocitos, células de la piel y tejidos mucosos. Tras la
exposicidn al alérgeno, los mastocitos liberan sus contenidos, que incluyen histamina, leucotrienos y prostaglandinas.
Esto provoca sintomas alérgicos que incluyen, pero no se limitan a, ojos rojos, picor, moqueo de nariz, eczema,
urticaria, angioedema, falta de aliento, sibilancia, tos y ataque de asma, dolor abdominal, vomitos, diarrea o incluso
anafilaxis.

Las enfermedades alérgicas estan entre las formas méas comunes de enfermedad crénica. La organizacién mundial
de la salud estima que més del 20 por ciento de la poblacién mundial estad afectada y Europa sola tiene més de 80
millones de enfermos (Red europea de asma y alergia global, 2008). Una reaccién alérgica estd provocada
normalmente por hipersensibilidad del sistema inmunitario a un alérgeno, provocando una respuesta inmunitaria mal
dirigida. Las alergias suaves, tal como la fiebre del heno, son muy comunes en la poblacién humana. Las alergias
graves pueden estar provocadas por alérgenos dietéticos, tales como alimentos, por alérgenos ambientales, tal como
el veneno de los insectos que pican, por medicacién o pueden estar determinados genéticamente.
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La alergia alimentaria es un problema de salud principal, que se estima que afecta a aproximadamente el 6 % de los
niflos pequefios y al 3-4 % de los adultos en las sociedades occidentales. Se hipotetiza que la alergia alimentaria
resulta de una ruptura en la tolerancia oral a antigenos o alérgenos ingeridos. Las alergias alimentarias y las
enfermedades alérgicas asociadas incluyen, pero no se limitan a, alergia a los lacteos (leche), que incluyen el sindrome
de Heiner, alergia al huevo, alergia a la soja, alergia al pescado (marisco), alergia al cacahuete y a los frutos de
cascara, alergia al sésamo y otras semillas, alergia al gluten (trigo) y granos, alergia a la fruta y los vegetales, alergia
a la cafeina, sindrome de alergia oral, alergia al alcohol, sindrome de alergia alimentaria al polen, gastroenteritis
eosindfila, alergia alimentaria gastrointestinal mediada por IgE y deficiencia de esterasa C1.

La gestion y el tratamiento de la enfermedad alérgica es normalmente por medio de tres enfoques generales: (i)
evitacién del alérgeno, (ii) medicaciones que se dirigen a los sintomas de la enfermedad y (iii) inmunoterapia
convencional, conocida como desensibilizacidén, que ayuda a mejorar la respuesta a Th1 en la enfermedad establecida.
Sin embargo, estos enfoques estan lejos de lo ideal. La evitacién de los alérgenos no siempre es posible, las
medicaciones que se dirigen a los sintomas de la enfermedad, tal como antihistaminas, proporcionan solo alivio a
corto plazo y la desensibilizacién implica el uso de alérgeno real, que puede dar como resultado efectos secundarios
dafiinos potencialmente frecuentes. La posibilidad de anafilaxis nunca estd completamente eliminada en pacientes
que padecen enfermedades alérgicas y esto provoca una gran cantidad de estrés al paciente y sus familias.

Los subtipos de interferdn IFN-a10 e IFN-a14 e hibridos de los mismos se tratan en la Publicacién PCT numero
WO02014/037717 y la solicitud PCT numero PCT/GB2015/050717. En particular se describen hibridos de IFN-a10-IFN-

al4 que contienen secuencias caracteristicas de los sitios de unién del subtipo IFN-a10 e IFN-a14 basados en una
secuencia estructural de consenso de los 12 alfa-interferones, por ejemplo

CDLPQTHSLGNRRAHLLGQMGRISPFSCLKDRHDFRIPQEEFDGNQFQKAQAISVLHEM
' ' DLEACVIQEVGVEETPLMNEDSILAY
RKYFQRITLYLIERKYSPCAWEWRAEIMRSLSFSTNLQKRLRRI\D (SEQ ID NO:3).

Seria ventajoso proporcionar hibridos alternativos y composiciones y métodos adicionales que proporcionen enfoques
inmunoterapéuticos alternativos.

El presente inventor sugiere que seria deseable desarrollar un enfoque inmunoterapéutico mejorado que implique el
uso mas seguro de un alérgeno, ya que pueden usarse dosis mas pequefias, y proporciona proteccién a més largo
plazo frente a la reaccion alérgica. Como la alergia resulta de la sobrerreactividad de las células Th2/Th17 y una
correspondiente falta de actividad de la respuesta de Th1, una medicacién que sea capaz de modificar y equilibrar
una respuesta mal dirigida de Th2/Th17 seria beneficiosa en la prevencién de la reaccidn alérgica. Dicha medicacion
seria ademas adecuada para tratar enfermedades y condiciones donde una respuesta exagerada de Th17 juega un
papel, tal como las enfermedades inflamatorias intestinales. Adicionalmente, el inventor considera que la capacidad
de mejorar una respuesta inmunitaria mediada por Th1 y suprimir una respuesta inmunitaria mediada por Th2/Th17
seria Util en la provisién de composiciones que medien la respuesta inmunitaria en sujetos con céncer.

La patente internacional WO2015/136287 describe un subtipo de interferén alfa (IFN-a) especifico seleccionado de
IFN-alfa 10, IFN-alfa 14, un hibrido de los mismos o la promocién de la induccién de una respuesta inmunitaria mediada
por una célula (tal como la mediada por células Th1) y la supresién de una respuesta inmunitaria humoral o alérgica
(tal como la mediada por células Th2 y Th17).

La patente internacional WO2007/044083 describe polipéptidos de interferén alfa, que incluyen variantes de los
mismos y proteinas de fusién que comprenden dichos polipéptidos que muestran actividad antiviral.

La patente internacional WO2011/017160 describe interferones, interferones mutantes y fragmentos biolégicamente
activos de los interferones para tratar a un sujeto infectado con un virus.

Compendio de la invencién

La presente invencién se refiere a la accion de las citoquinas que promueven la induccién de una respuesta inmunitaria
mediada por células (tal como la mediada por células Th1) y citoquinas que suprimen una respuesta inmunitaria
humoral o alérgica (tal como la mediada por células Th2 y Th17). La presente invencion se refiere a hibridos de
subtipos de interferén (IFN) especificos, y en particular a hibridos de IFN-a10 e IFN-a14.

Después de experimentacién extensiva, el presente inventor ha hecho el sorprendente descubrimiento de que la
administracion de un subtipo especifico de interferén alfa (IFN-a) que es un hibrido de IFN-a10 e IFN-a14,
preferiblemente en donde el hibrido incluye los sitios primarios de unién al receptor del interferén de IFN-a10 e IFN-
al14 como parte de una composicién para modular el sistema inmunitario, tal como una vacuna, que comprende por
ejemplo un alérgeno, puede dar por resultado la activacién mejorada de la respuesta inmunitaria de Th1 y la supresioén
de la respuesta inmunitaria de Th2/Th17. En particular, el inventor ha desarrollado hibridos de IFN-a10 e IFN-a14 que
contienen sitios de unién de mayor afinidad derivados de cada uno de IFN-a10 e IFN-a14 para los receptores de
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interferén IFNR1 e IFNR2. En particular, el inventor demuestra que es ventajoso proporcionar hibridos de IFN-a10-
IFN-a14 con sitios de unién de alta afinidad derivados de subtipos de IFN-a10 e IFN-a14 que no estédn basados en
una secuencia de consenso de los 12 subtipos de IFN-a que proporcionan SEQ ID NO:3. Los hibridos de la presente
invencién no estdn basados en una secuencia estructural de consenso de los 12 interferones-alfa. En lugar de eso,
derivan de las caracteristicas de la secuencia de los subtipos IFN-a10 e IFN-a14 sin las caracteristicas de secuencia
de los otros 10 subtipos de interferén-alfa.

En particular, el inventor ha descubierto que la secuencia hibrida IFN-a10-IFN-a14 que comprende o consiste en al
menos una mutacién seleccionada de aminoéacidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144 (numeracién como se
usa en la Figura 16), en particular 94, 109 o 144 o combinaciones de las mismas, preferiblemente al menos dos
mutaciones seleccionadas de amino&cidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144, mas preferiblemente al menos
tres mutaciones seleccionadas de aminoéacidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144, mas preferiblemente al
menos cuatro mutaciones seleccionadas de aminoacidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144 o mas
preferiblemente al menos cinco mutaciones seleccionadas de aminoacidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144
o en particular SEQ ID NO:1 dan por resultado una unién de mayor afinidad de los receptores del interferén IFNR1 e
IFNR2. En las realizaciones, la secuencia hibrida IFN-a10-IFN-a14 puede ser SEQ ID NO:3 que comprende ademas
la(s) mutacién(ones) tratada(s) anteriormente. Estas secuencias hibridas pueden usarse en todos los aspectos y
realizaciones de la invencion.

El inventor ha descubierto sorprendentemente que la administracion de los nuevos hibridos IFN-a10-IFN-a14 da por
resultado una mayor reduccién de IL-17 en comparacion con los hibridos IFN-a10-IFN-a14 anteriores. El inventor ha
descubierto que la administracion de los nuevos hibridos IFN-a10-IFN-a14 da por resultado un 10 %, preferiblemente
un 20 %, preferiblemente un 30 %, preferiblemente un 40 % y mas preferiblemente un 50 % mas de reduccién de IL-
17 en comparacién con los hibridos IFN-a10-IFN-a14 anteriores.

Esto ha llevado a la identificaciéon por el inventor de composiciones terapéuticas mejoradas que tienen utilidad en el
tratamiento y/o profilaxis de la alergia y enfermedades alérgicas y enfermedades y condiciones donde una respuesta
exagerada de Th17 juega un papel y también en el cancer. En particular, el inventor ha identificado que la
administracion de al menos un alérgeno alimentario que es capaz de mediar una respuesta inmunitaria de Th2/Th17
con un hibrido de IFN-a10 e IFN-a14 preferiblemente en donde el hibrido incluye los sitios primarios de unién al
receptor del interferén de IFN-a10 e IFN-a14 puede usarse en el tratamiento de la alergia alimentaria y enfermedades
alérgicas asociadas.

Ademas, el inventor ha identificado que la administracién de un antigeno tumoral, o un antigeno asociado al tumor o
un antigeno especifico del tumor, en combinacidén con un subtipo especifico de interferén alfa (IFN-a) que es un hibrido
de IFN-a10 e IFN-a14, preferiblemente en donde el hibrido incluye los sitios primarios de unién al receptor del
interferén de IFN-a10 e IFN-a14 como parte de una composicién para modular el sistema inmunitario, tal como una
vacuna, puede usarse en el tratamiento del cancer. De forma adecuada, el cancer puede ser cancer hepatico, cancer
de pulmoén, en particular cancer de pulmén de células no pequefias, cancer de ovario, cancer de mama, cancer de
piel, melanoma o cancer genitourinario. De forma adecuada, el antigeno asociado al tumor puede seleccionarse de
un tumor de proéstata, un tumor de células renales y un tumor de vejiga.

Sin desear estar atado por la teoria, el inventor cree que las proteinas que comprenden la secuencia de aminoéacidos
de IFN-a10 tienen una mayor afinidad al receptor de interferén 2 (IFNR2) y las proteinas que comprenden la secuencia
de aminoacidos de IFN-a14 tienen mayor afinidad al receptor de interferén 1 (IFNR1). Por consiguiente, se considera
que la sustituciéon de una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos de IFN-a10 con aminoacidos de
IFN-a14 que permiten la unién al receptor de interfer6n 1 o la sustitucién de una proteina que comprende una
secuencia de aminoacidos de IFN-a14 con aminoécidos de IFN-a10 que permiten la unién al receptor de interferén 2,
proporciona una proteina hibrida IFN-a10-IFN-a14 que deberia tener una afinidad de unién més fuerte a ambos
receptores de interferébn 1 y 2 que IFN-a10 e IFN-a14 solos. Al incluir los sitios primarios de unién al receptor de
interferén de IFN-a10 e IFN-a14 se pretende que el hibrido comprenda los aminoacidos seleccionados de IFN-a10 y
se sustituyan en una secuencia de aminoécidos IFN-a14 para mejorar la capacidad del subtipo IFN-a14 de unirse a
un receptor de interferén 2 y/o que el hibrido comprenda aminoacidos seleccionados de IFN-a14 y se sustituyan en
una secuencia de aminoacidos IFN-a10 para mejorar la capacidad de un subtipo IFN-a10 para unirse a un receptor
de interferén 1.

De manera adecuada, varias sustituciones de aminoacidos de proteina que comprende una secuencia de aminoacidos
de IFN-a10 con aminoéacidos de IFN-a14 determinados por estar implicados en la unién al receptor de interferén 1
pueden mejorar la unién de la proteina al receptor de interferon 1. De manera adecuada, una sustitucién de
aminoécidos de proteina que comprende una secuencia de aminoacidos de IFN-a14 con aminoacidos de IFN-a10
determinados para estar implicados en la unién al receptor de interferén 2 puede mejorar la unién de la proteina al
receptor de interferén 2.

La presente invencién se define por las reivindicaciones anexas.

El hibrido IFN-a10-IFN-a14 puede tener sustancialmente la secuencia de aminoéacidos de IFN-a10, pero estar
modificada en una regién entre residuos de aminoacidos 80 a 150, o adecuadamente entre residuos de aminoacidos
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84 a 144, o adecuadamente residuos de aminoéacidos 92 a 115 o adecuadamente entre residuos de aminoacidos 90
a 110, (usando la numeracién de la secuencia de IFN-a10 proporcionada en la Figura 16) para proporcionar los
aminoécidos proporcionados por la secuencia de IFN-a14. Se considera que los residuos de aminoéacidos en estas
regiones o partes de estas regiones proporcionan la unién de IFN-a14 al receptor de interferén 1.

Se describen, pero no son parte de la invencion, las secuencias hibridas, que pueden incluir al menos uno, al menos
dos, al menos tres, al menos 4, al menos 5, al menos 6, al menos 7, al menos 8, al menos 9, al menos 10 o al menos
11 modificaciones de la secuencia de IFN-a10 para proporcionar los residuos correspondientes de la secuencia de
IFN-a14 (los residuos sustituidos adecuadamente se anotan en negrita en la Figura 9) o una mutacién conservada de
la misma. Se proporcionan once modificaciones como se indica por los aminoacidos anotados en negrita en la Figura
9. La secuencia hibrida IFN-a10-IFN-a14 puede incluir al menos una mutacién seleccionada de aminoécidos en las
posiciones 94, 101, 102, 109 o 144, preferiblemente al menos dos mutaciones seleccionadas de aminoacidos en las
posiciones 94, 101, 102, 109 o 144, mas preferiblemente al menos tres mutaciones seleccionadas de aminoacidos en
las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144, mas preferiblemente al menos cuatro mutaciones seleccionadas de
aminoé&cidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144 o més preferiblemente al menos cinco mutaciones
seleccionadas de aminoacidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144. De manera alternativa, puede utilizarse el
IFN-a14 como una estructura principal del hibrido y los residuos que difieren entre las secuencias IFN-a10 e IFN-a14
en las regiones terminales de N y C de las secuencias pueden proporcionarse en la secuencia hibrida como los
presentes en la secuencia de IFN-a10. De manera adecuada al menos 1, al menos 2, al menos 3, al menos 4, al
menos 5, al menos 6, al menos 7, al menos 8, al menos 9, al menos 10 o al menos 11 sustituciones de la secuencia
N-terminal de IFN-a14 pueden hacerse para proporcionar la secuencia hibrida para proporcionar residuos de IFN-a10
en esas posiciones de aminoacido en donde los aminoacidos no estdn compartidos/son comunes entre IFN-a10 e
IFN-a14. De manera adecuada, al menos 1, al menos 2, o 3 sustituciones se proporcionan a la secuencia C-terminal
de IFN-a14 para proporcionar residuos de IFN-a10 a la secuencia hibrida en esas posiciones de amino&cidos que no
estan compartidos/son comunes entre IFN-a10 e IFN-a14. Al menos 1, al menos 2, al menos 3, al menos 4, al menos
5, al menos 6, al menos 7, al menos 8, al menos 9, al menos 10 o al menos 11 sustituciones de la secuencia N-terminal
y al menos 1, al menos 2, o 3 sustituciones de la secuencia C-terminal del IFN-a14 estan hechas para proporcionar
residuos de IFN-a10 al hibrido en esas posiciones de aminoacidos que tienen aminoacidos que no estan
compartidos/son comunes entre IFN-a10 e IFN-a14.

El hibrido de la presente invencién comprende o consiste en una secuencia de aminoéacidos SEQ ID NO:1.

Se describe ademas una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién de vacuna para el tratamiento o
profilaxis de una condicién donde se desean una mejora de una respuesta inmunitaria mediada por Th1 y la supresién
de una respuesta inmunitaria mediada por Th2/Th17.

Por funcionalmente activo se entiende un péptido hibrido de IL-a10 IL-a14 que comprende los sitios primarios de unién
del interferén de IFN-a10 e IFN-a14 en donde la administraciéon del péptido a un sujeto o expresién de péptido en un
sujeto promueve la mejora de la respuesta inmunitaria mediada por Th1 y la supresién de una respuesta inmunitaria
mediada por Th2/Th17. Ademas, la actividad funcional puede estar indicada por la capacidad de un péptido hibrido
para mejorar una respuesta inmunitaria mediada por Th1 y suprimir una respuesta mediada por Th2/Th17.

Un fragmento puede comprender al menos 50, preferiblemente 100 y més preferiblemente 150 o mas aminoacidos
contiguos de SEQ ID NO:1 y que estéd funcionalmente activo. Adecuadamente, un fragmento puede determinarse
usando, por ejemplo, la supresién de la serie C-terminal de ADNc tal como SEQ ID NO:2 o SEQ ID NO:3. Dichos
constructos de supresién pueden clonarse entonces en plasmidos adecuados. La actividad de estos mutantes de
supresion puede entonces probarse para la actividad biolégica como se describe en la presente memoria.

Por variante se entiende una secuencia de aminoacidos que es homéloga al menos al 70 % a la SEQ ID NO:1, més
preferiblemente homéloga al menos al 80 % a la SEQ ID NO:1, més preferiblemente homdloga al menos al 90 % a la
SEQ ID NO:1, incluso més preferiblemente homéloga al menos al 95 % a la SEQ ID NO:1, incluso més preferiblemente
homéloga al menos al 96 % a la SEQ ID NO:1, incluso més preferiblemente homélogo al menos al 97 % a la SEQ ID
NO:1y lo més preferiblemente con homologia al menos al 98 % a la SEQ ID NO:1. Una variante abarca una secuencia
polipeptidica de SEQ ID NO:1 que incluye la sustitucién de aminoacidos, especialmente una(s) sustitucién(ones) que
se conoce(n) por tener una alta probabilidad de no llevar a ninguna modificacién significativa de la actividad bioldgica
o configuracién, o plegado, de la proteina. Estas sustituciones, conocidas tipicamente como sustituciones
conservadas, se conocen en la técnica. Por ejemplo el grupo de arginina, lisina e histidina son aminoacidos basicos
intercambiables conocidos. Adecuadamente, en las realizaciones los aminoacidos de la misma carga, tamafio o
hidrofobicidad pueden sustituirse entre si. Adecuadamente, cualquier sustitucién puede seleccionarse en base al
anélisis de los alineamientos de la secuencia de aminoacidos de subtipos de interferén alfa para proporcionar
sustituciones de amino4cidos a aminoacidos que estan presentes en otros subtipos alfa en posiciones similares o
idénticas cuando se alinean las secuencias. Los hibridos, y variantes y fragmentos de los mismos pueden generarse
usando métodos de biologia molecular adecuados como se conocen en la técnica.

La composicién de la vacuna comprende al menos un antigeno. Alternativamente, la composicién de vacuna
comprende al menos un alérgeno capaz de mediar una respuesta inmunitaria de Th2/Th17, por ejemplo, un alérgeno
alimentario.
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El antigeno puede ser un antigeno tumoral, por ejemplo un antigeno especifico del tumor o un antigeno asociado al
tumor, en particular un antigeno tumoral puede ser de un carcinoma hepatico, cancer de pulmén, en particular cancer
de pulmén de células no pequefias, cancer de ovario, cancer de mama, cancer de piel, melanoma o de un cancer
genitourinario. En particular un antigeno de un cancer genitourinario puede incluir un antigeno de un cancer de
prostata, carcinoma de células renales, o cancer de vejiga. Adecuadamente, un antigeno puede ser un antigeno
especifico de tumor o antigeno asociado al tumor proporcionado en una vacuna de cancer existente en uso o desarrollo
que se beneficiaria de un adyuvante que mejora la inmunidad de las células T, en particular que mejora una respuesta
de Th1 o proporciona una mejora de una respuesta inmunitaria mediada por Th1 y la supresién de una respuesta
inmunitaria mediada por Th2/Th17. Adecuadamente un antigeno especifico del tumor o asociado al tumor puede
obtenerse de un tumor de un sujeto a tratar. En las realizaciones solo puede usarse un antigeno asociado al tumor.

Alternativamente, un antigeno tumoral, en particular un antigeno asociado puede ser un antigeno para un antigeno de
cancer de prostata, en particular antigeno especifico de la prostata. Adecuadamente un método para proporcionar un
antigeno especifico de préstata o un antigeno de cancer de préstata con los subtipos de interferén alfa de la invenciéon
pueden usarse para tratar el cancer de préstata, especificamente el cancer de préstata resistente a la castracién.

Como se apreciara por un médico, los sujetos que se beneficiardn mas de dichos tratamientos pueden ser aquellos
con enfermedad minima, ya que puede haber menor oportunidad de aumentar la supresién tumoral del sistema
inmunitario, adicional o alternativamente dichos tratamientos pueden beneficiar a sujetos con enfermedad avanzada
que puede tener una significativa supresién inmunitaria tumoral y puede beneficiarse méas del uso de las vacunas en
combinacién con otras formas de tratamiento. Adecuadamente el uso de vacunas que incluyen antigenos tumorales,
en particular antigenos asociados con el tumor puede estar en combinacién con otras formas de inmunoterapia, por
ejemplo, Sunitinib (Sutent de Pfizer) un inhibidor de tirosina quinasa.

Alternativamente, los antigenos tumorales, en particular antigenos asociados con tumor pueden seleccionarse de los
antigenos utilizados en las vacunas de cancer de prostata TroVax y Prostvac.

Alternativamente, un antigeno tumoral, en particular un antigeno asociado al tumor puede seleccionarse de carcinoma
de células renales. Adecuadamente un antigeno tumoral, por ejemplo un antigeno asociado con el tumor para el
carcinoma de células renales pueden seleccionarse de una proteina de choque térmico o proteinas de lisatos de
células del tumor renal, en particular el antigeno usado en la vacuna potencial MVA-5T4.

Adecuadamente un antigeno tumoral puede ser MUC1 de melanoma.

Alternativamente, un antigeno tumoral, por ejemplo un antigeno asociado al tumor puede seleccionarse de céncer de
vejiga. Adecuadamente puede seleccionarse un antigeno asociado al tumor de la vacuna del bacilo de Calmette-
Guerin (BCG), péptidos de epitopo restringido A*2402 de antigeno de leucocito humano, factor estimulante de la
colonia de gonadotropina coriénica humana de péptido de inmucina (una vacuna sintética de 21mero compuesta del
péptido de sefial entero de la proteina MUCI), o gonadotropina-beta coriénica humana.

Tipicamente, el sujeto es un mamifero, en particular un ser humano. En ciertas realizaciones, el sujeto puede estar
padeciendo una condicién donde se desean una mejora de una respuesta inmunitaria mediada por Th1 y la supresioén
de una respuesta inmunitaria mediada por Th2/Th17.

Seguln un primer aspecto de la presente invencién, se proporciona un subtipo de interferén alfa que comprende la
secuencia de aminoacidos presentada por SEQ ID NO:1. Segun un segundo aspecto de la presente invencién, se
proporciona al menos un subtipo de interferén alfa que es un hibrido de IFN-a10 e IFN-a14 en donde el hibrido
comprende los sitios primarios de unién del interferon de IFN-a10 e IFN-a14, y SEQ ID NO: 1, para el uso en el
tratamiento y/o profilaxis de una condicién donde se desean una mejora de una respuesta inmunitaria mediada por
Th1 y la supresién de una respuesta inmunitaria mediada por Th2/Th17.

También se describe una composicién que comprende:

(i) una vacuna para el tratamiento o profilaxis de una condicién donde se desean una mejora de una respuesta
inmunitaria mediada por Th1 y la supresidén de una respuesta inmunitaria mediada por Th2/Th17; y

(ii) al menos un subtipo de interferén alfa que es un hibrido de IFN-a10 e IFN-a14, en particular en donde el hibrido
comprende los sitios primarios de union del interferén de IFN-a10 e IFN-a14, en donde el hibrido comprende SEQ ID
NO:1. Se describe ademas, pero no son parte de la invencién, composiciones que comprenden hibridos en donde la
secuencia hibrida IFN-a10-IFN-a14 comprende al menos una mutacién seleccionada de aminoécidos en las
posiciones 94, 101, 102, 109 o 144, preferiblemente al menos dos mutaciones seleccionadas de aminoacidos en las
posiciones 94, 101, 102, 109 o 144, mas preferiblemente al menos tres mutaciones seleccionadas de aminoacidos en
las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144, mas preferiblemente al menos cuatro mutaciones seleccionadas de
aminoé&cidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144 o més preferiblemente al menos cinco mutaciones
seleccionadas de aminoacidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144, en particular en donde el hibrido puede ser
SEQ ID NO:1 o una variante o fragmento, como se describe en la presente memoria.
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La vacuna comprende al menos un alérgeno capaz de mediar una respuesta inmunitaria de Th2/Th17, por ejemplo,
un alérgeno alimentario o un antigeno tumoral, en particular un antigeno asociado a un tumor.

También se describe una composicién farmacéutica para la mejora de una respuesta inmunitaria mediada por Th1y
la supresion de una respuesta inmunitaria mediada por Th2/Th17, en donde la composicién comprende una vacuna
para el tratamiento o profilaxis de una condicién donde se desean una mejora de una respuesta inmunitaria mediada
por Th1 y la supresién de una respuesta inmunitaria mediada por Th2/Th17 y al menos un subtipo de interferén alfa
que es un hibrido de IFN-a10 e IFN-a14, en particular en donde el hibrido comprende los sitios primarios de unién del
interferén de IFN-a10 e IFN-a14, en donde el hibrido comprende SEQ ID NO:1 junto con un excipiente, diluyente o
vehiculo farmacéuticamente aceptable. Se describen ademas, pero no son parte de la invencién, composiciones en
donde la secuencia hibrida IFN-a10-IFN-a14 comprende al menos una mutacién seleccionada de aminoacidos en las
posiciones 94, 101, 102, 109 o 144, preferiblemente al menos dos mutaciones seleccionadas de aminoacidos en las
posiciones 94, 101, 102, 109 o 144, mas preferiblemente al menos tres mutaciones seleccionadas de aminoacidos en
las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144, mas preferiblemente al menos cuatro mutaciones seleccionadas de
aminoé&cidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144 o més preferiblemente al menos cinco mutaciones
seleccionadas de aminoacidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144, en particular en donde el hibrido puede ser
SEQ ID NO:1 o un fragmento o variante del mismo junto con un excipiente, diluyente o vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

La vacuna comprende al menos un alérgeno capaz de mediar una respuesta inmunitaria de Th2/Th17, por ejemplo,
un alérgeno alimentario o antigeno tumoral, en particular un antigeno asociado a un tumor.

También se describen mejoras en la eficacia de las vacunas, por ejemplo, vacunas antialérgicas o enfermedad alérgica
o vacunas tumorales o de céancer, en particular vacunas del cancer genitourinario, por ejemplo cancer de préstata,
cancer renal y o cancer de vejiga. Una composicién que comprende una vacuna para el tratamiento o profilaxis de una
condicidén donde se desean una mejora de una respuesta inmunitaria mediada por Th1y la supresién de una respuesta
inmunitaria mediada por Th2/Th17, tal como al menos un alérgeno capaz de mediar una respuesta inmunitaria de
Th2/Th17, y al menos un subtipo de interferdn alfa que es un hibrido de IFN-a10 e IFN-a14 en particular en donde el
hibrido comprende los sitios primarios de unién del interferén de IFN-a10 e IFN-a14, en particular en donde la
secuencia hibrida IFN-a10-IFN-a14 comprende al menos una mutacién seleccionada de aminoécidos en las
posiciones 94, 101, 102, 109 o 144, preferiblemente al menos dos mutaciones seleccionadas de aminoacidos en las
posiciones 94, 101, 102, 109 o 144, mas preferiblemente al menos tres mutaciones seleccionadas de los aminoacidos
en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144, mas preferiblemente al menos cuatro mutaciones seleccionadas de los
aminoé&cidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144 o més preferiblemente al menos cinco mutaciones
seleccionadas de los aminoacidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 0 144, en particular SEQ ID NO:1 o una variante
o fragmento de la misma, se ha identificado sorprendentemente por el inventor como que proporcionan una
composicién inesperadamente eficaz para el tratamiento y/o profilaxis de enfermedades, tales como alergia o
enfermedades alérgicas asociadas.

También se describe una composicién de vacuna que comprende;

(i) una vacuna para el tratamiento o profilaxis de una condicién donde se desean una mejora de una respuesta
inmunitaria mediada por Th1 y la supresidén de una respuesta inmunitaria mediada por Th2/Th17; y

(ii) al menos un subtipo de interferén alfa que es un hibrido de IFN-a10 e IFN-a14 en particular en donde el hibrido
comprende los sitios primarios de union del interferén de IFN-a10 e IFN-a14, en donde el hibrido comprende SEQ ID
NO:1. Se describen ademas, pero no son parte de la invencién, composiciones de vacuna en donde la secuencia
hibrida IFN-a10-IFN-a14 comprende al menos una mutacién seleccionada de los aminoacidos en las posiciones 94,
101, 102, 109 o 144, preferiblemente al menos dos mutaciones seleccionadas de aminoacidos en las posiciones 94,
101, 102, 109 o 144, més preferiblemente al menos tres mutaciones seleccionadas de aminoacidos en las posiciones
94, 101, 102, 109 o 144, mas preferiblemente al menos cuatro mutaciones seleccionadas de aminoacidos en las
posiciones 94, 101, 102, 109 o 144 o més preferiblemente al menos cinco mutaciones seleccionadas de aminoacidos
en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144, en particular puede ser SEQ ID NO:1 o una variante o fragmento de la
misma.

La vacuna comprende al menos un alérgeno capaz de mediar una respuesta inmunitaria de Th2/Th17, por ejemplo,
un alérgeno alimentario o un antigeno tumoral, en particular un antigeno asociado a un tumor.

También se describe una composicién de vacuna para el uso en el tratamiento y/o profilaxis de alergia o cancer, en
particular cancer genitourinario, por ejemplo, cancer de préstata, cancer renal o cancer de vejiga, donde se desean
una mejora de una respuesta inmunitaria mediada por Th1 y la supresion de una respuesta inmunitaria mediada por
Th2/Th17, comprendiendo dicha composicién de vacuna;

(i) al menos un alérgeno capaz de mediar una respuesta inmunitaria de Th2/Th17; y

(ii) al menos un subtipo de interferén alfa que es un hibrido del subtipo IFN-a10 e IFN-a14, en particular en donde el
hibrido comprende los sitios primarios de unién del interferén de IFN-a10 e IFN-a14, en donde el hibrido comprende
SEQ ID NO:1. Se describen ademas, pero no son parte de la invencidn, composiciones de vacuna en donde la
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secuencia hibrida IFN-a10-IFN-a14 comprende al menos una mutacién seleccionada de aminoécidos en las
posiciones 94, 101, 102, 109 o 144, preferiblemente al menos dos mutaciones seleccionadas de los amino&cidos en
las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144, mas preferiblemente al menos tres mutaciones seleccionadas de aminoacidos
en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144, mas preferiblemente al menos cuatro mutaciones seleccionadas de
aminoé&cidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144 o més preferiblemente al menos cinco mutaciones
seleccionadas de aminoacidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144, en particular en donde el hibrido puede ser
SEQ ID NO:1 o una variante o fragmento, como se describe en la presente memoria.

También se describe al menos un subtipo de interferén alfa que comprende o consiste en un hibrido de IFN-a10 e
IFN-a14 en particular en donde el hibrido comprende los sitios primarios de unién del interferén de IFN-a10 e IFN-a14,
en donde el hibrido comprende SEQ ID NO:1 para el uso en el tratamiento y/o profilaxis de una condicién mediada
por la expresién mejorada de IL-17. Se describe ademas, pero no es parte de la invencién, al menos un subtipo de
interferén alfa en donde la secuencia hibrida IFN-a10-IFN-a14 comprende al menos una mutacidén seleccionada de
aminoécidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144, preferiblemente al menos dos mutaciones seleccionadas de
aminoécidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144, mas preferiblemente al menos tres mutaciones seleccionadas
de aminoécidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144, mas preferiblemente al menos cuatro mutaciones
seleccionadas de aminoacidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144 o més preferiblemente al menos cinco
mutaciones seleccionadas de aminoacidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144, en particular SEQ ID NO:1 o
una variante o fragmento de la misma para el uso en el tratamiento y/o profilaxis de una condicién mediada por la
expresién mejorada de IL-17.

El hibrido de la invencién comprende o consiste en la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO:1.

De manera adecuada, la administracién o uso de al menos un subtipo de interferdn alfa que comprende o consiste en
un hibrido de IFN-a10 e IFN-a14 en particular en donde el hibrido comprende los sitios primarios de unién del interferén
de IFN-a10 e IFN-a14, en particular en donde la secuencia hibrida IFN-a10-IFN-a14 comprende al menos una
mutacidn seleccionada de aminoacidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144, preferiblemente al menos dos
mutaciones seleccionadas de amino&cidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144, mas preferiblemente al menos
tres mutaciones seleccionadas de aminoéacidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144, mas preferiblemente al
menos cuatro mutaciones seleccionadas de aminoacidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144 o mas
preferiblemente al menos cinco mutaciones seleccionadas de aminoéacidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144,
en particular SEQ ID NO:1 o una variante o fragmento de la misma da por resultado la inhibicion total o parcial de IL-
17 y/o la activacidn total o parcial de IFN-y.

También se describe al menos un hibrido del subtipo de interferén alfa IFN-a10 e IFN-a14, en donde el hibrido
comprende los sitios primarios de union del interferén de IFN-a10 e IFN-a14, en donde el hibrido comprende SEQ ID
NO:1 para el uso en la modulacién de una respuesta inmunitaria. Se describen ademas, pero no son parte de la
invencién, hibridos en donde la secuencia hibrida IFN-a10-IFN-a14 comprende al menos una mutacion seleccionada
de aminoacidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144, preferiblemente al menos dos mutaciones seleccionadas
de aminoécidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144, mas preferiblemente al menos tres mutaciones
seleccionadas de aminoécidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144, mas preferiblemente al menos cuatro
mutaciones seleccionadas de aminoacidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144 o mas preferiblemente al menos
cinco mutaciones seleccionadas de aminoacidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144, y en particular puede ser
SEQ ID NO:1 o una variante o fragmento de la misma para el uso en la modulacién de una respuesta inmunitaria.

En ciertas realizaciones de los aspectos de la invencién descrita anteriormente, el al menos un subtipo de interferén
alfa se proporciona con una vacuna para el uso en el tratamiento o profilaxis de la condicién donde se desean una
mejora de una respuesta inmunitaria mediada por Th1 y la supresién de una respuesta inmunitaria mediada por
Th2/Th17, por ejemplo, una vacuna para el tratamiento o profilaxis de una condicién mediada por la expresién
mejorada de IL-17, p. €j., una enfermedad o condicién inflamatoria o una enfermedad autoinmune, tal como
enfermedad inflamatoria intestinal (IBD), colitis ulcerosa (UC) o enfermedad de Crohn (CD), cancer, adecuadamente
cancer hepético, cancer de pulmén, en particular cancer de pulmén de células no pequefias, cancer de ovario, cancer
de mama, cancer de piel, melanoma o cancer genitourinario, en particular cancer genitourinario, por ejemplo, cancer
de préstata, cancer renal o cancer de vejiga. En ciertas realizaciones, la composicién de vacuna comprende al menos
un antigeno. En ciertas realizaciones, la vacuna comprende al menos un alérgeno capaz de mediar una respuesta
inmunitaria de Th2/Th17 ahi frente a, por ejemplo, un alérgeno alimentario.

En ciertas realizaciones el antigeno puede ser un antigeno tumoral, en particular un antigeno especifico de un tumor
y/o asociado a un tumor.

En ciertas realizaciones de los aspectos de la invencién descrita anteriormente, el al menos un subtipo de IFN-a
comprende, consiste en 0 es un hibrido IFN-a10 IFN-a14 tal como una proteina de fusidn, o proteina recombinante o
similar que incluye los sitios primarios de unién al receptor de interferén de IFN-a10 e IFN-a14, que comprende o
consiste en la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:1. En las realizaciones el hibrido IFN-a10 IFN-a14 puede estar
glicosilado. Adecuadamente el hibrido IFN-a10 IFN-a14 puede estar glicosilado de manera similar a IFN-a14.
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En ciertas realizaciones de los aspectos de la invencién descrita anteriormente, el al menos un alérgeno es al menos
un alérgeno alimentario o un alérgeno especifico de un tumor o asociado a un tumor, por ejemplo un alérgeno de
cancer de préstata, un alérgeno de cancer renal y o un alérgeno de cancer de vejiga. En ciertas realizaciones, el al
menos un alérgeno es un alérgeno dietético tal como alimentos, un alérgeno ambiental tal como el veneno de las
insectos que pican, o un medicamento.

Se proporciona ademas un polipéptido recombinante que comprende o consiste en SEQ ID NO:1. Las secuencias de
acido nucleico derivadas de la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:1 se proporcionan como SEQ ID NO:2.

En ciertas realizaciones de los aspectos de la invencién descrita anteriormente, el al menos un alérgeno alimentario
se selecciona del grupo que consiste en, pero no se limita a, maiz, ajo, avena, café, chocolate, pepinillo, trigo o gluten
y sus productos o derivados que incluyen trigo candeal, espelta (friticum spelta), trigo de Jorasén (triticum poloncium),
cuscus, salvado, salvado de trigo, germen de trigo, gluten de trigo, harina, biscote, sémola, sémola de trigo candeal,
harina, harina de trigo completo, harina de trigo, almidén de trigo, almidén, almidén modificado, almiddn hidrolizado,
almidén alimentario, almidén comestible, almidén vegetal, resina vegetal, proteina vegetal, relleno de cereal,
aglutinante de cereal, proteina de cereal; frutos de cascara (que incluyen almendras, anacardos, nuez de macadamia,
nuez y nueces de Brasil); semillas, que incluyen semillas de sésamo, girasol y amapola; antigenos derivados de
lacteos, tales como leche o derivados de la leche, que incluyen queso y yogur; pescado o marisco o sus derivados,
que incluyen del filo molusco (clase gasterépodos: caracoles y orejas de mar; clase bivalvos: almeja, mejillon y ostra;
clase cefalépodos: pulpo, calamar y vieira), filo artrépodos (familia de los crustdceos: cangrejo, langosta, gamba,
langostino y cangrejo de rio) o filo cordado (familia de los cartilaginosos: raya y tiburén; peces 6seos: bacalao, salmén
y atin); huevos o derivados del huevo; glutamato monosédico (MSG); sulfitos o didxido de azufre; alergias a las
legumbres a la familia de las leguminosas, que incluye cacahuete, soja (habas de soja o derivados de soja), alubias,
guisantes, judias verdes, lentejas, algarroba y regaliz; alergias a otros vegetales tales como patata; alergias a la fruta
de la familia rosdcea, que incluye manzana, pera, cereza, melocotén y ciruela; alergias a la fruta de la familia
cucurbitdcea, que incluye pepino, melén, sandia, calabacin y calabaza; y otras alergias a las frutas tales como las
desarrolladas contra el kiwi, platano, aguacate, tomates, fresas y frambuesas.

La vacuna o composicién de vacuna puede ser una composicién de vacuna para el uso en el tratamiento o profilaxis
de una condicién mediada por la expresién mejorada de IL-17, p. €j., una enfermedad o condicién inflamatoria o0 una
enfermedad autoinmune, tal como enfermedad inflamatoria intestinal (IBD), colitis ulcerosa (UC) o enfermedad de
Crohn (CD), o cancer, adecuadamente cancer hepatico, cancer de pulmén, cancer de pulmén de células no pequefias,
cancer de ovario, cancer de mama, cancer de piel, melanoma o cancer genitourinario, en particular céncer
genitourinario, por ejemplo cancer de prostata, cdncer renal o cancer de vejiga. En ciertas realizaciones, la vacuna o
composicién de vacuna puede ser una composicion de vacuna para el uso en el tratamiento o profilaxis de una
enfermedad o condicién inflamatoria o una enfermedad autoinmune, tal como enfermedad inflamatoria intestinal (IBD),
colitis ulcerosa (UC) o enfermedad de Crohn (CD).

En ciertas realizaciones de los aspectos de la invencién descrita anteriormente, la condicién donde se desean una
mejora de una respuesta inmunitaria mediada por Th1 y la supresién de una respuesta inmunitaria mediada por
Th2/Th17 puede ser una condicién mediada por la expresién mejorada de IL-17, p. €j., una enfermedad o condicién
inflamatoria o una enfermedad autoinmune, tal como enfermedad inflamatoria intestinal (IBD), colitis ulcerosa (UC) o
enfermedad de Crohn (CD).

En ciertas realizaciones de los aspectos de la invencién descritos anteriormente, la condicién donde se desean una
mejora de una respuesta inmunitaria mediada por Th1 y la supresién de una respuesta inmunitaria mediada por
Th2/Th17 puede ser una enfermedad inflamatoria, en particular una enfermedad inflamatoria que esta mediada por
una respuesta inmunitaria de Th17 exagerada o hiperactiva. En ciertas realizaciones de los aspectos de la invencién
descrita anteriormente, la condicién donde se desean una mejora de una respuesta inmunitaria mediada por Th1y la
supresion de una respuesta inmunitaria mediada por Th2/Th17 puede ser una enfermedad autoinmune, en particular
una enfermedad autoinmune que esta mediada por una respuesta inmunitaria Th17 exagerada o hiperactiva. Por
ejemplo, en ciertas realizaciones la condicién puede ser enfermedad inflamatoria intestinal (IBD), tal como colitis
ulcerosa (UC) o enfermedad de Crohn (CD). En ciertas realizaciones, la condicién puede seleccionarse del grupo que
consiste en asma, rinitis alérgica, dermatitis atdpica y alergia alimentaria. En ciertas realizaciones, la condicién es
cancer, en particular un cancer genitourinario, en particular cancer de préstata, cancer de vejiga o cancer renal.

En ciertas realizaciones de los aspectos de la invencién descrita anteriormente, la condicién donde se desean una
mejora de una respuesta inmunitaria mediada por Th1 y la supresién de una respuesta inmunitaria mediada por
Th2/Th17 es una alergia o enfermedades y condiciones alérgicas asociadas asi, o cancer en donde se desea una
respuesta inmunitaria contra un antigeno asociado con un tumor, en particular un antigeno asociado con un tumor de
cancer de prostata, cancer renal o cancer de vejiga. En particular, en ciertas realizaciones la condicién es una alergia
alimentaria que incluye alergias asociadas o derivadas a los alimentos y enfermedades y condiciones alérgicas
asociadas provocadas asi.

En ciertas realizaciones, las enfermedades o condiciones alérgicas asociadas con alergia alimentaria incluyen, pero
no se limitan a, alergia a la leche/lacteos, incluyendo el sindrome de Heiner, alergia al huevo, alergia a la soja, alergia
al pescado (marisco), alergia al cacahuete y a los frutos de céscara, alergia al sésamo y a otras semillas, alergia al
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trigo y a los granos, alergia a la fruta y a los vegetales, alergia a la cafeina, sindrome de alergia oral, alergia al alcohol,
sindrome de alergia al polen alimentario, gastroenteritis eosinéfila, alergia alimentaria gastrointestinal mediada por IgE
y deficiencia de esterasa C1.

El método de administracién puede ser la administracién oral. En ciertas realizaciones, el método de administracion
es administracién sublingual o bucal. En ciertas realizaciones, el método de administracién implica poner una pastilla
para chupar bajo la lengua del paciente. En ciertas realizaciones, la ruta de administracién es ocular o por medio de
la introducciéon en la cavidad nasal, por medio de administracién nasal. También puede introducirse mediante
administracion oral (tragado) de una cépsula o dispositivo similar en el intestino delgado/duodeno de manera que la
capsula no se disuelve en el estémago, sino que lo evita y administra/libera el subtipo de interferén alfa solo en el
intestino delgado/duodeno.

Descripcion detallada de la invencién

El inventor de la presente invencién ha descubierto sorprendentemente que la administracién de un subtipo de IFN-a
que es un hibrido de los subtipos de IFN-a10 e IFN-a14, por ejemplo SEQ ID NO:1, como se describe en la presente
memoria da por resultado la mejora de una respuesta inmunitaria mediada por células T Th1 y la supresién de una
respuesta inmunitaria mediada por células T Th2/Th17 y pueden por lo tanto desviar la respuesta inmunitaria hacia
una ruta mediada por células (Th1), mientras que suprime simultdneamente la respuesta alérgica (Th2/Th17).
Sorprendentemente, este efecto se mejora cuando el subtipo de IFN-a se administra oralmente.

En particular, el inventor descubrié que los hibridos IFN-a10-IFN-a14 que contiene secuencias caracteristicas de los
sitios de unién del subtipo IFN-a10 e IFN-a14 que no estan basados en una secuencia de consenso de los 12 subtipos
de IFN-a dieron por resultado una proteina con sitios de unidén de mayor afinidad para los dos receptores de interferén,
IFNR1 e IFNR2. Este descubrimiento puede aplicarse para proporcionar un método mejorado y una composicidn
adyuvante mejorada para tratar y/o prevenir las condiciones donde se desean la mejora de una respuesta inmunitaria
mediada por células T Th1 y/o la supresion de una respuesta inmunitaria mediada por células T Th2/Th17, por ejemplo,
condiciones inflamatorias, autoinmunes o de alergia, o céncer (que incluye condiciones malignas), en particular
canceres genitourinarios, en particular cancer de préstata, cancer renal o cancer de vejiga. En particular, el hibrido de
IFN-a10 e IFN-a14, en particular en donde el hibrido comprende los sitios primarios de unién del interferén de IFN-
a10 e IFN-a14, en particular en donde la secuencia hibrida de IFN-a10-IFN-a14 comprende al menos una mutacién
seleccionada de aminoacidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144, preferiblemente al menos dos mutaciones
seleccionadas de aminoacidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144, mas preferiblemente al menos tres
mutaciones seleccionadas de amino&cidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144, mas preferiblemente al menos
cuatro mutaciones seleccionadas de aminoacidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144 o mas preferiblemente al
menos cinco mutaciones seleccionadas de aminoécidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144, y en particular
SEQ ID NO:1 o un fragmento o variante de la misma puede usarse como un adyuvante en vacunas para estimular la
respuestas inmunitaria a los antigenos y dirige la respuesta inmunitaria hacia una respuesta inmunitaria de Th1.

El inventor también ha descubierto que una combinacién de una composicién de vacuna o un alérgeno de antigeno
alimentario o especifico de un tumor o asociado con un tumor que es capaz de mediar una respuesta inmunitaria de
Th2/Th17 y un subtipo de IFN-a que es un hibrido de IFN-a10 e IFN-a14, en particular un hibrido que comprende los
sitios primarios de unién del interferén de IFN-a10 e IFN-a14, en particular en donde la secuencia hibrida IFN-a10-
IFN-a14 comprende al menos una mutacién seleccionada de aminoacidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144,
preferiblemente al menos dos mutaciones seleccionadas de aminoacidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144,
més preferiblemente al menos tres mutaciones seleccionadas de aminoécidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o
144, mas preferiblemente al menos cuatro mutaciones seleccionadas en las posiciones 94, 101, 102, 109 o0 144 o més
preferiblemente al menos cinco mutaciones seleccionadas de aminoéacidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144,
y en particular SEQ ID NO:1 o un fragmento o variante de la misma puede dar por resultado la activacion de una
respuesta inmunitaria mediada con células T Th1 y la supresiéon de una respuesta inmunitaria mediada por células T
Th2/Th17.

La progresién tumoral en sujetos inmunocompetentes normales puede reflejar un fallo del sistema inmunitario para
reconocer los antigenos tumorales o una subversidén de la respuesta inmunitaria antitumoral a través de la induccién
y activacién de células T reguladoras. En sujetos con coriocarcinoma hepatico (HCC), los estudios de células IL-17 a
han sugerido un papel protumoral potencial para IL-17. La densidad de células que producen IL-17 aumentada dentro
de los tumores de pacientes con HCC se correlaciona tanto con densidad de microvasos como con un mal pronéstico.
Ademas, en sujetos con cancer de pulmdn de células no pequefias y de ovario, mayores niveles de IL-17 dentro del
tumor se correlacionan con mayor densidad de vasos sanguineos y menor supervivencia. Adicionalmente, se ha
sugerido que IL-17 tiene papeles proangiogénicos y esto no se ha restringido a poblaciones celulares particulares.
Ademas, se ha mostrado que IL-17A o las células que producen IL-17A estan elevadas en el entorno de tumores de
mama y se correlacionan con mal pronéstico.

El aislamiento de linfocitos que se infiltran en el tumor (TILS) a partir de biopsias de cancer de mama revelaron que
estas células secretaron cantidades significativas de IL-17A, y que IL-17A emplea la ruta MAPK sobrerregulando ERK
1/2 fosforilado en las lineas humanas de cancer de mama promoviendo asi la proliferacién y resistencia a los agentes
quimioterapéuticos convencionales tal como Docetaxel. También se ha indicado IL-17A para estimular la migracién y
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la invasién de células de cancer de mama. De manera importante los anticuerpos que neutralizan IL-17A anularon
estos efectos, demostrando el papel patofisioldgico de IL-17A como un potencial objetivo terapéutico para el cancer
de mama. El inventor ha descubierto sorprendentemente que la administracidén del nuevo hibrido IFN-a10-IFN-a14 da
por resultado una mayor reduccién de IL-17 en comparacién con el hibrido IFN-a10-IFN-a14 anterior. El inventor ha
descubierto que la administracién del nuevo hibrido IFN-a10-IFN-a14 da por resultado un 10 %, preferiblemente un
20 %, preferiblemente un 30 %, preferiblemente un 40 % y més preferiblemente un 50 % més de reduccién de IL-17
en comparacién con el hibrido IFN-a10-IFN-a14 anterior. La determinacidn por el inventor o los medios para activar
asi una respuesta inmunitaria mediada por células T Th1 y suprimir una respuesta inmunitaria mediada por células T
Th2/Th17 es por lo tanto significativa y de utilidad en el cdncer. Por consiguiente, la presente invenciéon puede usarse
para el tratamiento y la profilaxis de cualquier condicién cancerosa o maligna conocida.

Ademas, el inventor ha descubierto que la administracién o uso de al menos un subtipo de interferén alfa que
comprende o consiste en un hibrido de IFN-a10 e IFN-a14 en particular en donde el hibrido comprende los sitios
primarios de unién del interferén de IFN-a10 e IFN-a14, en particular en donde la secuencia hibrida IFN-a10-IFN-a14
comprende al menos una mutacién seleccionada de aminoacidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144,
preferiblemente al menos dos mutaciones seleccionadas de aminoacidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144,
més preferiblemente al menos tres mutaciones seleccionadas de aminoécidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o
144, mas preferiblemente al menos cuatro mutaciones seleccionadas de aminoacidos en las posiciones 94, 101, 102,
109 o 144 o mas preferiblemente al menos cinco mutaciones seleccionadas de aminoéacidos en las posiciones 94,
101, 102, 109 o 144, en particular SEQ ID NO:1 o una variante o fragmento de la misma da por resultado la inhibicién
total o parcial de IL-17 y/o la activacion total o parcial de IFN-y.

Ademas, el inventor ha descubierto sorprendentemente que administrar oralmente el antigeno y el subtipo de IFN-a
que es un hibrido de IFN-a10 e IFN-a14 en particular un hibrido que comprende los sitios primarios de unién del
interferén de IFN-a10 e IFN-a14, en particular en donde la secuencia hibrida IFN-a10-IFN-a14 comprende al menos
una mutacién seleccionada de aminoéacidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144, preferiblemente al menos dos
mutaciones seleccionadas de amino&cidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144, mas preferiblemente al menos
tres mutaciones seleccionadas de aminoéacidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144, mas preferiblemente al
menos cuatro mutaciones seleccionadas de aminoacidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144 o mas
preferiblemente al menos cinco mutaciones seleccionadas de aminoéacidos en las posiciones 94, 101, 102, 109 o 144,
y en particular SEQ ID NO:1 o un fragmento o variante de la misma en combinacién como se trata en la presente
memoria puede dar por resultado la activacion de una respuesta inmunitaria mediada por células T Th1 y la supresion
de una respuesta inmunitaria mediada por células T Th2/Th17. Una vacuna de la gripe estandar se mezcl6 con una
baja dosis de interferén alfa derivado de leucocito (LDA1) y se administré6 oralmente a ratones. El inventor notd que
sin el interferén, se grabd una pequefia respuesta del anticuerpo anti-gripe en los ratones, que fue aproximadamente
50 veces menor que con una vacuna inyectada. Con el interferén-alfa, la respuesta de la vacuna administrada
oralmente fue exactamente igual que la vacuna inyectada. Una serie de inmunizaciones bucales que usan un antigeno
de proteina estandar y dos interferones, LDA1 y un subtipo de IFN-a14 aislado, sorprendentemente dieron por
resultado una inmunizacién oral de los ratones a los que se administré la composicidén. Sin embargo, el inventor noté
sorprendentemente que mientras que LDA1 dio una respuesta equilibrada, IFN-a14 medi6 solo una respuesta humoral
significativa. La produccién de 1gG1 es indicativa de una respuesta de Th2 (inmunidad humoral) y la produccién de
IgG2a es indicativa de una respuesta de Th1 (inmunidad mediada por células).

El inventor, aunque sin desear estar atado por la teoria, ha identificado que la administracién oral de un alérgeno
alimentario capaz de mediar una respuesta inmunitaria de Th2/Th17 y un subtipo de interferdn alfa que es un hibrido
de IFN-a10 e IFN-a14 puede desviar la respuesta inmunitaria hacia un camino mediado por células (Th1), mientras
que suprime simultaneamente la respuesta alérgica (Th2/Th17). Por consiguiente, el inventor ha mostrado
sorprendentemente que la coadministracién de un alérgeno tal como un antigeno derivado de un alimento que es
causante de alergia o enfermedades alérgicas asociadas en un sujeto con ciertos subtipos de interferén modula la
respuesta inmunitaria resultante y la desvia lejos de la respuesta de Th2/Th17 que se habria esperado que se
desarrollara al alérgeno o antigeno. Este sorprendente descubrimiento proporciona un enfoque inesperado para tratar
0 prevenir las respuestas alérgicas o enfermedades que se dan en sujetos como resultado de alérgenos tales como
alérgenos derivados de alimentos o antigenos asociados a tumores.

Definiciones
Sujeto

Como se define en la presente memoria, un “sujeto” incluye y abarca mamiferos tales como seres humanos, primates
y animales de granja (p. ej., ovejas, cerdos, ganado vacuno, caballos, burros); animales de prueba de laboratorio tales
como ratones, conejos, ratas y cobayas; y animales de compafiia tales como perros y gatos.

Tratamiento/terapia

El término “tratamiento” se usa en la presente memoria para referirse a cualquier régimen que pueda beneficiar a un
ser humano o animal no humano. El tratamiento puede ser respecto a cualquier condicién inflamatoria, autoinmune,
alérgica o asociada con alergia existente y el tratamiento puede ser profilactico (tratamiento preventivo). Tratamiento
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puede incluir efectos curativos o calmantes. La referencia en la presente memoria a tratamiento “terapéutico” y
“profilactico” se va a considerar en su més amplio contexto. El término “terapéutico” no implica necesariamente que
un sujeto se trate hasta su total recuperacién. De manera similar, “profilactico” no significa necesariamente que el
sujeto no contraerd eventualmente una condicién de enfermedad. Por consiguiente, tratamiento terapéutico y/o
profilactico incluye la mejora de los sintomas de una condicidn alérgica particular o la prevencién o la reduccién de
otra forma del riesgo de desarrollar una condicién alérgica particular. El término “profilactico” puede considerarse como
reductor de la gravedad o el comienzo de una condicion particular. “Terapéutico” puede reducir también la gravedad
de una condicidn existente.

Administracién

Los ingredientes activos usados en la presente invencién (p. ej., vacuna o alérgeno e IFN-a10, IFN-a14 o un hibrido
de los mismos) en particular un hibrido de subtipos IFN-a10 e IFN-a14, por ejemplo SEQ ID NO:1, como se describe
en la presente memoria, pueden administrarse de forma separada al mismo sujeto, opcionalmente de forma
secuencial, o pueden coadministrarse simultdneamente como una composicién farmacéutica, inmunogénica o vacuna.
En ciertas realizaciones, la vacuna o alérgeno se coadministra con el subtipo de interferén alfa. La composicion
farmacéutica comprendera generalmente un excipiente, diluyente o vehiculo farmacéutico adecuado dependiendo de
la ruta de administracion prevista.

Los ingredientes activos pueden administrarse a un paciente que necesita tratamiento por medio de cualquier ruta
adecuada. La dosis precisa dependera de un nimero de factores, como se trata a continuacién en mas detalle.

Una ruta de administracién adecuada es parenteralmente (que incluye subcutanea, intramuscular, intravenosa, por
medio de, por ejemplo un parche de dosificacién). Otras rutas de administracién adecuadas incluyen (pero no se
limitan a) oral, ocular, nasal, tépica (que incluye bucal y sublingual), infusién, intradérmica o administracién por via oral
o inhalacidén nasal, por medio de, por ejemplo, un nebulizador o inhalador, o mediante un implante. Las rutas de
administracion preferibles incluyen (pero no se limitan a) oral, bucal y sublingual. Las composiciones de la invencién
pueden administrarse también de tal manera que estén dirigidas a, o se liberen en, areas especificas del tracto
intestinal (tal como el intestino delgado/duodeno). Normalmente dicha liberacidn ocurrird después del paso a través
del estdmago, pudiéndose conseguir esta liberacidn dirigida mediante el uso de recubrimientos y similares.

Para la inyeccién intravenosa, el ingrediente activo estara en forma de una disolucién acuosa parenteralmente
aceptable que esté libre de pir6genos y tiene pH, isotonicidad y estabilidad adecuados. Aquellos expertos en la técnica
serén capaces de preparar disoluciones adecuadas usando, por ejemplo, vehiculos isoténicos tales como inyeccién
de cloruro sédico, inyeccién de Ringer, inyeccién de Ringer lactada. Pueden incluirse conservantes, estabilizantes,
tampones, antioxidantes y/u otros aditivos, seglin se necesite.

Las composiciones de la presente invencién para administracién oral pueden estar en forma de comprimidos,
capsulas, pastillas para chupar, polvo o liquido. La administracidn oral puede implicar el poner una pastilla para chupar
debajo de la lengua del paciente. Un comprimido puede comprender un vehiculo sélido tal como gelatina o un
adyuvante. Las composiciones farmacéuticas liquidas generalmente comprenden un vehiculo liquido tal como agua,
petréleo, aceites animales o vegetales, aceite mineral o aceite sintético. Pueden incluirse solucién salina fisiologica,
dextrosa u otra disolucién de sacaridos o glicoles tales como etilenglicol, propilenglicol o polietilenglicol.

Las composiciones de la presente invencién pueden administrarse también por medio de microesferas, liposomas,
otros sistemas de distribucién en microparticulas o formulaciones de liberacién sostenida puestos en ciertos tejidos
que incluyen la sangre. Ejemplos adecuados de vehiculos de liberaciéon sostenida incluyen matrices poliméricas
semipermeables en forma de articulos compartidos, p. ej., supositorios o microcapsulas. Ejemplos de las técnicas y
protocolos mencionados anteriormente y otras técnicas y protocolos que pueden usarse de acuerdo con la invencidon
pueden encontrarse en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 182 ediciéon, Gennaro, A. R., Lippincott Williams &
Wilkins; 202 edicién (15 de diciembre de 2000) ISBN 0-912734-04-3 y Pharmaceutical Dosage Forms and Drug
Delivery Systems; Ansel, H. C. et al. 72 edicién ISBN 0-683305-72-7.

Composiciones farmacéuticas

Como se describe anteriormente, la presente invencién se extiende a una composicion farmacéutica para el
tratamiento de enfermedades inflamatorias, enfermedades autoinmunes y alergia tal como alergia alimentaria y
enfermedades alérgicas asociadasy, en particular para la induccidén de una respuesta inmunitaria de Th1 y la supresién
o inhibicién de una respuesta inmunitaria de Th2/Th17.

Las composiciones farmacéuticas segln la presente invencién, y para el uso de acuerdo con la presente invencién,
pueden comprender, ademas de un ingrediente activo, un excipiente, vehiculo, tampédn estabilizante u otros materiales,
farmacéuticamente aceptables, bien conocidos por los expertos en la técnica. Dichos materiales deberian ser no
téxicos y no deberian interferir con la eficacia del ingrediente activo. La naturaleza precisa del vehiculo u otro material
dependeréa de la ruta de administracién, que puede ser, por ejemplo, oral, intravenosa, intranasal o por via oral o
inhalacién nasal. La formulacién puede ser un liquido, por ejemplo, una disolucién de sal fisiolégica que contiene
tampdn no fosfato a pH 6,8-7,6, o un polvo liofilizado o seco por congelacion.
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Dosis

La composicién se administra preferiblemente a un individuo en una “cantidad terapéuticamente eficaz” o una “cantidad
deseada’, siendo esta suficiente para mostrar beneficio al individuo. Como se define en la presente memoria, el término
una “cantidad eficaz” significa una cantidad necesaria para obtener al menos parcialmente la respuesta deseada, o
retrasar el inicio o inhibir la progresidn o para totalmente el inicio o progresién de una condicién particular a tratar. La
cantidad varia dependiendo de la salud y condicién fisica del sujeto a tratar, el grupo taxonémico del sujeto a tratar, el
grado de proteccién deseado, la formulacién de la composicidn, la evaluacién de la situacién médica y otros factores
relevantes. Se espera que la cantidad caiga en un intervalo relativamente amplio, que puede determinarse mediante
ensayos rutinarios. La prescripcion del tratamiento, p. ej., decisiones en la dosificacion etc., es en Ultima instancia la
responsabilidad y a la discrecién de los médicos de familia, doctores u otros médicos, y normalmente tiene en cuenta
el trastorno a tratar, la condicién del paciente individual, el sitio de administracién, el método de administracién y otros
factores conocidos por los médicos. La dosis éptima puede determinarse por los médicos en base a un nimero de
parametros que incluyen, por ejemplo, edad, sexo, peso, gravedad de la condicién a tratar, el ingrediente activo que
se administra y la ruta de administracion. Un amplio intervalo de dosis puede ser aplicable. Considerando la
administraciéon oral a un paciente humano, por ejemplo, puede administrarse de aproximadamente 10 ug a
aproximadamente 1000 ug de agente por dosis humana, opcionalmente para 3 a 4 dosis. Los regimenes de
dosificacion pueden ajustarse para proporcionar la respuesta terapéutica éptima y reducir los efectos secundarios. Por
ejemplo, se pueden administrar diversas dosis divididas diariamente, semanalmente, mensualmente u en otros
intervalos temporales adecuados o la dosis puede reducirse proporcionalmente como se indica por las exigencias de
la situacion.

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen el
significado normalmente entendido por una persona que es experta en la técnica en el campo de la presente invencién.

Enfermedad autoinmune

El término “enfermedad autoinmune” como se usa en la presente memoria se entiende que significa cualquier
enfermedad o condicién que esta provocada por unos tejidos corporales que estan atacados por su propio sistema
inmunitario.

A lo largo de la memoria, a menos que el contexto demande otra cosa, los términos “comprender’ o “incluir’, o
variaciones tales como “comprende” o “que comprende”, “incluye” o “que incluye” se entendera que implican la
inclusién de un nimero entero o grupo de nimeros enteros indicado, pero no la exclusién de cualquier otro niumero

entero o grupo de numeros enteros.

La presente invencién se ejemplificard ahora con referencia a las siguientes figuras no limitantes y ejemplos que se
proporcionan con el propésito de ilustraciéon y no se pretende que se interpreten como limitantes en la presente
invencién. Otras realizaciones seran evidentes para los expertos en la técnica en vista de esta descripcién.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra un grafico de la produccidén del subtipo de IgG (IgG1 e |gG2a) en ratones BALB-c inmunizados
con ovoalbUmina y diferentes subtipos de IFN-a.

La Figura 2 muestra un grafico del porcentaje del subtipo de 1gG (IgG1 e IgG2a) producido en ratones BALB-c
inmunizados con ovoalbimina y diferentes subtipos de IFN-a.

La Figura 3 muestra un grafico de la produccién de 1gG2a en ratones BALB-c inmunizados con ovoalbumina y
MULTIFERON™ IFN-a14 glicosilado e IFN-a14 no glicosilado administrados por medio de inyeccion intraperitoneal.

La Figura 4 muestra un gréfico de la produccién de IgG1 en ratones BALB-c inmunizados con ovoalblimina y
MULTIFERON™ IFN-a14 glicosilado e IFN-a14 no glicosilado administrados por medio de inyeccion intraperitoneal.

La Figura 5 muestra un grafico de produccién de IgG2a en ratones BALB-c inmunizados con ovoalbumina y
MULTIFERON™! IFN-a14 glicosilado e IFN-a14 no glicosilado administrados oralmente.

La Figura 6 muestra un grafico de produccién de IgG1 en ratones BALB-c inmunizados con ovoalblimina y
MULTIFERON™! IFN-a14 glicosilado e IFN-a14 no glicosilado administrados oralmente.

La Figura 7 muestra la inhibicién de la secrecién de interleuquina-17 (IL-17) de PBMC humanas con lipopolisacarido
(LPS) solo y con LPS y concentraciones crecientes de IFN-a2a (negro), IFN-a10 (blanco) o IFN-14 (gris).

La Figura 8 muestra la inhibicién del desarrollo de células Th2 CD4+ inducidas por interleuquina-4 (IL4) usando
concentraciones crecientes de IFN-a2a (negro), IFN-a10 (blanco) o IFN-14 (gris).

La Figura 9 muestra la secuencia de aminoacidos del hibrido de IFN-a10 e IFN-a14 que contiene los 2 sitios de unién
al receptor del interferén (IFNaR1 e IFNaR2).
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En base a la secuencia de proteina SEQ ID NO:1 usando servicios web en linea (por ejemplo
http.//www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_backtranseq/), se puede obtener una secuencia de &cido nucleico. La Figura 10

proporciona la traduccién inversa de la secuencia de proteina SEQ ID NO:1 cuando se usa una tabla de uso del codén
de E. coli.

La Figura 11 muestra el alineamiento de una secuencia de aminoacidos hibrida de IFNalfa10 e IFNalfa14 descrita
anteriormente con la secuencia de aminoacidos hibrida de IFNalfa10 e IFNalfa14 como se reivindica actualmente.

La Figura 12 indica el efecto provocado por rIFN-a14 en la produccién de IL-17 en sangre humana completa incubada
con un microgramo de lipopolisacarido (LPS) de E. coli durante 48 horas. El a-14 dio una supresién significativa de
secrecion de IL-17. IL-a-2 y a-10 no mostraron una supresién significativa.

La Figura 13 muestra el efecto provocado por rIFN-a14 en la produccién de IL-17 a partir de células mononucleares
de la sangre periférica humana incubadas con 10 microgramos de lipopolisacéarido (LPS) de E. coli durante 48 horas.
El a-14 provocd una supresién significativa de secrecién de IL-17 con y sin activacién de LPS. IL-a-2 y a-10 no
mostraron cambios significativos en las concentraciones de IL-17 (resultados no mostrados).

La Figura 14 muestra el efecto provocado por rIFN-a10, rIFN-a14 y rIFN-a2 en la produccién de IL-17 mediante sangre
humana completa incubada con PHA durante 5 dias. El a-14 es un inhibidor extremadamente potente (P<0,001 a
1.000 IU/ml) de IL-17 en comparacién con el a-2 disponible normalmente; el a-10 es mas de 20x menos activo en este
contexto.

La Figura 15 muestra el efecto provocado por rIFN-a10, rIFN-a14 y rIFN-a2 en la produccién de IFN-gamma mediante
sangre humana completa incubada con PHA durante 5 dias. El a-10 es el interferén-alfa méas potente en este contexto
provocando la secrecién de IFN-gamma — critico tanto para la inmunidad innata como adaptativa frente a virus,
infecciones bacterianas intracelulares y en el control/eliminacién de tumores.

La Figura 16 ilustra un alineamiento de secuencia de secuencias de aminoacidos de IFN-alfa10 (SEQ ID NO:4) e IFN-
alfa14 (SEQ ID NO:5) y la secuencia hibrida SEQ ID NO:1 tratada en la presente memoria.

La Figura 17 muestra el efecto provocado por rlIFN-a14 y rIFN-o2 en la produccién de |L-17 mediante sangre humana
completa incubada con PHA durante 5 dias. El a-14 es un inhibidor extremadamente potente de IL-17 en comparacion
con el IFN-a2 disponible normalmente (las EC50 para los dos subtipos son 100 y 10.000 1U/ml).

La Figura 18 muestra la induccién de interferon-gamma mediante los subtipos de interferén-alfa y en particular
demuestra el efecto provocado por IFN-a10, IFN-a14 e IFN-a2 en la produccién de IFN-gamma mediante sangre
humana completa incubada con PHA durante 5 dias. El a-10 es el interferén-alfa mas potente en este contexto
provocando la secrecién aumentada de IFN-gamma.

La Figura 19 muestra el efecto del hibrido IFN-a10-IFN-a14 de la presente invencidén (SEQ ID NO:1) en la produccién
de IL-17 a partir de sangre humana completa en comparacién con el efecto en IL-17 de un hibrido IFN-a10-IFN-a14
descrito anteriormente. El hibrido de la presente invencién demuestra una mayor reduccién en IL-17.

Ejemplo 1- Identificacién de los subtipos de interferén-alfa que son adyuvantes inmunoldgicos

Se administraron 50 g de ovoalblmina y 10° U de subtipos de interferén IFN-a14, IFN-a2, IFN-a21, IFN-a10, una
“mezcla” de IFN (que incluye IFN-a1, IFN-a8, IFN-021 y posiblemente IFN-a17), IFN-a8, Intrén A, MULTIFERON™ e
IFN-a1 en 50 pl por medio de inyeccién intraperitoneal tres veces por semana a ratones BALB-c hembra, en grupos
de 10.

Las concentraciones en suero de IgG1 en mg/ml (respuesta de Th2 - inmunidad humoral al antigeno de ovoalbimina)
e 1gG2a en mg/ml (respuesta de Th1 — inmunidad mediada por células al antigeno de ovoalbimina) se midieron por
ELISA.

Las Figuras 1 y 2 muestran la produccién del subtipo de 1gG antiovoalbimina en ratones BALB-c tratados con IFN-
al4, IFN-a2, IFN-a21, IFN-a10, una “mezcla” de IFN-a1, IFN-a8, IFN-a21 y posiblemente IFN-a17), IFN-a8, Intrén A,
MULTIFERON™, ovoalblimina sola, ovoalblmina méas albimina sérica humana (usada como un vehiculo en los

preparados de interferdn) e IFN-a1.

El inventor demostré que IFN-a10 e IFN-a14 mejoraron la produccién de anticuerpos IgG2a significativamente lo que
es indicativo de una respuesta inmunitaria de Th1 mejorada. El inventor también demostré que IFN-a10 en particular
mostrd baja produccién de anticuerpo 1IgG1 que es indicativo de la supresién de respuesta inmunitaria de Th2/Th17.

Ejemplo 2 — Identificacién de la respuesta del anticuerpo en ratones BALB-c después de la administracién de una
composicién que comprende una vacuna de la gripe y una dosis baja de interferén-alfa derivado de leucocitos (LDA1).

La vacuna de la gripe estandar se mezclé con una dosis baja (10° IU) de interferén alfa derivado de leucocitos (LDA1).
Sin el interferén, se grabd una pequefia respuesta de anticuerpos antigripe en los ratones, aproximadamente 50 veces
menor que con una inyeccién. Con el interferén-alfa, la respuesta de la vacuna administrada oralmente fue
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exactamente la misma que con la vacuna inyectada. Se llevé a cabo una serie de inmunizaciones bucales usando un
antigeno de proteina estandar (ovoalbumina). Se compararon dos interferones, especificamente, el LDA1 y un subtipo
aislado, IFN-a14. Ambos produjeron una notable inmunizacién oral de los ratones, pero mientras el LDA1 dio una
respuesta equilibrada, el IFN-a14 dio solo una respuesta humoral significativa. La produccidén de IgG1 es indicativa de
una respuesta de Th2/Th17 (inmunidad humoral) y la produccién de IgG2a es indicativa de una respuesta de Th1
(inmunidad mediada por células).

Ejemplo 3 — La identificacién de IFN-alfa como un adyuvante inmunolégico oral

Se administraron 50 pg de ovoalblimina y 10° IU de subtipos de interferon, especificamente MULTIFERON™ [FN-
al4 glicosilado e IFN-a14 no glicosilado, en dosis de 50 pl, tres veces por semana a ratones BALB-c hembra por via
oral (bucal) y administracién por inyeccion intraperitoneal.

Los controles usados fueron antigeno solo y Titermax — Titermax es una mezcla de compuestos usados en la
generacién de anticuerpos y vacunacién para estimular el sistema inmunitario para reconocer un antigeno dado junto
con la mezcla. Titermax es un adyuvante inmunitario desarrollado recientemente considerado como seguro en
animales.

Las concentraciones en suero (mg/ml) de anticuerpos antiovoalbimina IgG1 (indicativo de una respuesta de Th2/Th17)
e 1gG2a (indicativo de una respuesta de Th1) se cuantificaron por ELISA.

Se compard la produccion de anticuerpos IgG2a e 1gG1 cuando se administrd6 MULTIFERON™!, IFN-a14 glicosilado e
IFN-a14 no glicosilado (derivados de células CHO) tanto oralmente como por inyeccién (véanse las Figuras 3, 4,5y
6).

El inventor demostrd que IFN-a14 mostrd una actividad adyuvante inmunolégica pronunciada tanto oralmente como
por inyeccidén. No se vio una diferencia significativa entre los preparados glicosilados y no glicosilados.

El inventor también demostré que IFN-a14 solo mejoré la produccidén de IgG2a asociada con las respuestas de Th1
mediante la ruta de administracion oral. Portanto IFN-a14 es un activador de la inmunidad mediada por células cuando
se administra oralmente.

MULTIFERONT™ potenci6 las respuestas tanto de IgG1 como de IgG2a cuando se administraron tanto oralmente como
por inyeccidn, es decir, indujo las respuestas tanto de Th1 como de Th2 significativamente.

Ejemplo 4 — Determinacién in vitro de la inhibicién de la inmunidad humoral (Th2/Th17) mediante los subtipos de
interferén-alfa — Analisis de linfocitos Th17 e interleuquina 17

Se estimul6 un total de 2 x 10% PBMC humanas con lipopolisacarido (LPS) en ausencia o presencia de concentraciones
crecientes de alfa-IFN humano recombinante. Los sobrenadantes se recogieron después de 24 horas y las
concentraciones de IL-17 se midieron por ELISA.

Cultivo de células humanas

Se recogi6 sangre periférica humana de voluntarios sanos y se obtuvieron células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) mediante centrifugacién de gradiente Lymphoprep (Pierce). Para los experimentos de PBMC, se sembraron
2x10® PBMC por ml en placas de 24 pocillos y se estimularon con lipopolisacarido (LPS) de Escherichia coli 055:B5
(Sigma) o se sembraron 2x108 PBMC por ml en placas de 24 pocillos y se estimularon con 5 mg/ml de anti-CD3 unido
a la placa (clon: UCHT1) y 2,5 mg/ml de anti-CD28 (clon CD28.2). Se obtuvieron células T virgenes (CD4+CD45RA)
marcando magnéticamente y con disminucién de células T no auxiliares y células T de memoria realizado segun las
instrucciones del fabricante (Miltenyi Biotec). Un total de 1x10% células T virgenes se estimularon en placas de fondo
plano de 96 pocillos con anticuerpos anti-CD3 (clon UCHT1, 2,5 mg/ml) y con anti-CD28 (clon CD28.2, 2,5 mg/ml).
Después de 48 h de cultivo, se afiadieron 20 IU/ml de IL-2 humana recombinante (Peprotech) al cultivo.

Para la diferenciacion de Th17 humanas, las células se suplementaron con anticuerpos anti-IL-4 y anti-IFNy
neutralizantes (ambos de Peprotech) y con 10 ng/ml de IL-1B recombinante y 50 ng/ml de IL-6 recombinante (ambos
de Peprotech). Cuando fue necesario, se afiadié IFNa10/14 humano recombinante al cultivo. Después de 5 dias de
cultivo, las células se lavaron, se transfirieron en nuevas placas y se expandieron hasta el dia 12 en presencia de
20 IU/ml de IL-2 recombinante.

ELISA y tincién de citoquina intracelular

La capacidad de producir IL-17 de las células Th17 estimuladas se evalué mediante estimulacién con 0,1 ng/ml de
LPS o alternativamente puede evaluarse mediante la estimulacién de células humanas con 1 mg/ml de anti-CD3
soluble (clon: OKT3) y forbol-12-13-dibutirato (PdBu). Las concentraciones de IL-17 humano en los sobrenadantes del
cultivo celular se determinaron usando pares de anticuerpos y estandares de proteina disponibles comercialmente
(R&D Systems). La absorcidn se determiné usando un lector de ELISA a 450 nm. Para la tincién intracelular de IFNy
e IL-17 de ratdn, las células T se estimulan con PMA e ionomicina durante 5 horas. Se afiade Brefeldina A para las
3 h finales de cultivo. La tincién intracelular puede realizarse con un kit Cytofix/Cytoperm de BD segUn las instrucciones
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del fabricante. Las células se incuban con anti-IFNy marcado con isotiocianato de fluoresceina (clon: XMG1.2, BD
Pharmingen) e IL-17A anti-ratén marcado con Alexa Fluor 647 (clon: eBio17B7, eBioscience). Después del lavado, las
células de analizan inmediatamente usando la clasificacién de células activadas por fluorescencia (FACS).

Resultados

Como se muestra por la Figura 7, se encontré que la inhibicién de IL-17 ocurre en el orden IFNa10>IFNa14>IFNa2a.
P< 0,05 (Figura 7).

Ejemplo 5 — Determinacioén in vitro de la inhibicién de la inmunidad humoral (Th2/Th17) mediante subtipos de
interferén-alfa - Analisis de células Th2 y citoquinas asociadas

Antecedentes de CRTH2

CRTH2 (molécula homéloga del receptor quimioatrayente expresado en células Th2) es un receptor acoplado a
proteinas G expresado por los linfocitos Th2, eosindfilos y baséfilos. El receptor media la activacién y quimiotaxis de
estos tipos de células en respuesta a la prostaglandina D2 (PGD2), el principal prostanoide producido por los
mastocitos. PGD2 se libera mediante la desgranulacién de los mastocitos en la fase inicial de las reacciones mediadas
por IgE. Se cree que este proceso también ocurre en el sitio de inflamacién, tal como la mucosa nasal y bronquial.
Mediante la interaccién con CRTH2, se cree que PGD2 media la captacidn y activacién de tipos de células que llevan
CRTH2 al sitio de la reaccién alérgica, amplificando y manteniendo por tanto la inflamacién alérgica. En la mucosa
nasal y bronquial, se cree que esta cascada proinflamatoria comienza durante la denominada respuesta alérgica tardia
que se da de 3 a 9 horas después del desafio del alérgeno. La interaccién entre PGD2 y CRTH2 contribuiria, por tanto,
a la denominada “polarizacién de Th2’, con la consecuente produccién de citoquinas de Th2 y las tipicas
caracteristicas eosinéfilas y baséfilas de la inflamacion.

IFNa inhibe el desarrollo de Th2 CD4+ humanas

Las células CD4+/CD45RA+ humanas purificadas se activaron con anti-CD3/anti-CD28 unidos a la placa en
condiciones de citoquinas definidas. La induccién de la expresién de CRTH2 se evalud por citometria de flujo. Todas
tuvieron P>0,05, por encima de 100 IU de IFN en comparacién con IL-4 solo.

Sujetos humanos
Se recogié sangre periférica de donantes adultos sanos y las células se purificaron como se indica a continuacion.
Cultivos de células T y analisis

Se obtuvo sangre periférica de donantes adultos hombres sanos y las células T CD4+/CD45RA+ virgenes se
purificaron (>92 %) a partir de las capas leucocitarias mediante separacién con perlas magnéticas (BD Biosciences,
EE.UU.). Las células CD4+ se activaron con anti-CD3/anti-CD28 unidos a la placa e IL-2 (50 U/ml) en medio de
Dulbecco modificado de Iscove que contenia FCS al 10 %, en presencia de |IL-4 recombinante humano recombinante
(R&D Systems, EE.UU.), a una concentraciéon de 20 ng/ml durante 7 dias. El anélisis por citometria de flujo se realiz
con hCD294 (molécula homéloga del receptor quimioatrayente expresada en células Th2 [CRTH2])-Alexa 647 (BD
Biosciences).

Resultados

En seres humanos, el receptor de PGD2, CRTH2, se expresa de forma selectiva en células Th2 y se induce por IL-4
durante el desarrollo de Th2. IL-4 promovié el desarrollo de células que expresaban CRTH2. Sin embargo, como se
muestra en la Figura 8 todos los IFN-alfa bloquearon notablemente la expresion de CRTH2 dirigida por IL-4, de una
manera dependiente de la dosis en el orden IFNa10>IFNa14>IFNa2a, apoyando asi el concepto de que estas
citoquinas reprimen la inmunidad de Th2 (humoral), pero son reconocidas como potentes activadores de la inmunidad
asociada a Th1.

Como se muestra en la Figura 12, se probd el efecto de rIFN-a14 en la produccién de IL-17 en sangre humana
incubada con LPS durante 48 h.

Se incubd sangre humana completa sin (columnas abiertas) o con 1 ug/ml de LPS (columnas con lineas
entrecruzadas) en ausencia y presencia de un intervalo de concentraciones de rIFN-a14 (0-1.000 |U/ml) durante 48 h
a 37 °C, en una atmodsfera de 5% de CO2 en aire, en una incubadora humidificada. El plasma se recogié por
centrifugacién y los niveles de IL-17 se determinaron por ELISA.

La Figura 12 indicé una respuesta a la dosis a IFN-a14 en donde 1 mg = 108 |U.

Como se muestra en la Figura 13, se probé el efecto de rIFN-a14 en la produccién de IL-17 en las PBMC humanas
incubadas con LPS durante 48 h.

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2971046 T3

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) humanas, un componente critico en el sistema inmunitario,
se aislaron de la sangre humana completa mediante centrifugacion en gradiente de densidad. Se incubaron 2 x 108
PBMC sin (columnas abiertas) o con 10 pg/ml de LPS (columnas con lineas entrecruzadas) en ausencia y presencia
de un intervalo de concentraciones de rIFN-a14 (0-1.000 IU/ml) durante 48 h a 37 °C, en una atmdsfera de 5 % de
COz2 en aire, en una incubadora humidificada. Los niveles de IL-17 en el sobrenadante se determinaron por ELISA.

Como se indica por la Figura 13, se encontré que las concentraciones crecientes de rlFN-a14 reducen la IL-17 en
células tanto no tratadas como tratadas con LPS.

Como se muestra en la Figura 14, se probé el efecto de rIFNa10, rIFNa14 y rIFN2 en la produccién de IL-17 mediante
sangre completa incubada con fitohemaglutinina (PHA) durante 5 dias.

Se diluyé sangre humana completa 1/10 con medio de cultivo RPMI 1640 y se incub6 sin o con 100 yg/ml de PHA en
ausencia y presencia de un intervalo de concentraciones de rIFN-a14, rIFN-a10 y rlFN-a2 durante 5 dias a 37 °C, en
una atmésfera de 5 % de COz2 en aire, en una incubadora humidificada. Al final de este periodo, los sobrenadantes se
aspiraron y los niveles de IL-17 en los sobrenadantes se midieron por ELISA. Los valores representan la media + eem,
para n = 3 incubaciones. El analisis estadistico y los valores de IC50 se determinaron usando GraphPad Prism 5
(GraphPad Software, Inc., California, EE.UU.).

Como se indica en la Figura 14 el suministro de rIFN-a14 a mayores concentraciones (100-1000 1U/ml) provocd una
mayor disminucién en IL-17 que el suministro de IFN-a2 o IFN-a10. Se considera que rIFN-a14 es el interferon mas
potente probado en la reduccién de los niveles de IL-17.

Se lograron resultados similares como se muestra en la Figura 17. Aqui el efecto de rIFNa14 y rlFN2 en la produccién
de IL-17 mediante sangre completa incubada con fitohemaglutinina (PHA) durante 5 dias se probé usando la misma
metodologia. Como se indica en la Figura 17 el suministro de rIFN-a14 a mayores concentraciones (100-1000 1U/ml)
provocé una mayor disminucién en IL-17 que el suministro de IFN-a2. Se considera que rIFN-a14 es el interferén mas
potente probado en la reduccién de los niveles de IL-17.

Como se muestra en la Figura 15, el efecto de rlFNa10, rIFNa14 y rlIFNa2 en la produccién de IFN-gamma mediante
sangre completa incubada con PHA durante 5 dias.

La sangre humana completa se diluyé 1/10 con medio de cultivo RPMI 1640 y se incubd sin o con 100 pyg/ml de PHA
en ausencia y presencia de un intervalo de concentraciones de rIFN-a10, rIFN-a14 y rIFN-a2 durante 5 dias a 37 °C,
en una atmésfera de 5 % de COz en aire, en una incubadora humidificada. Al final de este periodo los sobrenadantes
se aspiraron y los niveles de IFN-gamma en los sobrenadantes se midieron por ELISA. Los valores representan la
media + eem, para n = 3 incubaciones, el plasma se recogié por centrifugacién y los niveles de IFN-gamma se
determinaron por ELISA. Los valores representan la media + eem, para n = 3 incubaciones.

Se determiné que rIFN-a10 fue el més eficaz de los interferones probados a niveles de promocién de IFN-gamma. Se
ha sugerido anteriormente que IFN-gamma es importante para proporcionar un efecto anticancerigeno.

Se lograron resultados similares como se muestra en la Figura 18. Aqui el efecto de rIFNa14 y rlFN2 en la produccién
de IFN-gamma mediante sangre completa incubada con fitohemaglutinina (PHA) durante 5 dias se prob6 usando la
misma metodologia. Como se indica en la Figura 18, el suministro de rIFN-a10 provocé un mayor aumento en el IFN-
gamma que el suministro de IFN-a2. Se considera que rIFN-a10 es el interferén mas potente probado en el aumento
de los niveles de IFN-gamma.

Como se muestra en la Figura 19, el efecto del hibrido IFN-a10-IFN-a14 de la presente invencion (SEQ ID NO:1) en
la produccién de IL-17 a partir de sangre humana completa se comparé con el efecto en IL-17 del hibrido IFN-a10-
IFN-a14 descrito en la patente internacional PCT/GB2015/050717.

Se diluyé sangre humana completa 1/10 con medio de cultivo RPMI 1640 y se incub6é con PHA (100 pug/ml) en
presencia de un intervalo de concentraciones del hibrido IFN-a10-IFN-a14 de la presente invenciéon (IFN alfa-hibrido
1) o el hibrido IFN-a10-IFN-a14 descrito en la patente internacional PCT/GB2015/050717 (IFN alfa-hibrido 2) durante
5 dias a 37 °C en una atmoésfera de 5 % de COz2 en aire en una incubadora humidificada. Al final de este periodo se
recogieron los sobrenadantes y los niveles de IL-17 se midieron por ELISA. Los valores representan media + eem,
para n =3 incubaciones. P<0,05 para todos los puntos de los datos entre los dos hibridos excepto 100 IU/ml, que no
fue significativo. Los diamantes rojos indican hibrido 1 IFN-a10-IFN-a14 y los circulos azules indican el hibrido 2 IFN-
a10-IFN-a14.

Se determind que el hibrido IFN-a10-IFN-a14 de la presente invencién demuestra una mayor reduccién en IL-17.

Ejemplo 6 — Efectos de los interferones alfa-14 y alfa-10 humanos en leucocitos mononucleares humanos no
estimulados y activados procedentes de sujetos normales.
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Tabla 1: Sinopsis de estimaciones* de 400 interleuquinas, quimioquinas y marcador de proteina después de

ES 2971046 T3

tratamiento con IFN-a10/14 de células mononucleares humanas

. Numero de veces de células no NUmero de veces de células
Analito estimuladas/tratadas con alfa-IEN estimuladas con PHA/tratadas con
alfa-IFN estimuladas con PHA
Citoquinas Alfa-14 Alfa-10 Alfa-14 Alfa-10

IL-1a 0 +23 1 +2

IL-1b 0 +70 -2 1

IL-1 (F5 a F10) 0 0 0 0

IL-2 0 0 +7 +4

IL-3 0 0 -11 X

IL-4 0 1 -3

IL-5 0 -420 1

IL-6 -19 +1000 1 1

IL-7 0 0 0 0

IL-8 1 +100 1 1

IL-9 0 0 0 0

IL-10 0 +5 +2 +2

IL-11 0 0 0 0

IL-12 p40 0 +350 0 +1

IL-12 p70 0 0 +11 0

IL-13 0 -5 1

IL-15 0 0 0 0

IL-16 1 1 1 1

IL-17 0 0 -43 -5

IL-18 0 0 0 0

IL-20 0 0 0 0

IL-21 0 X 0 X

IL-23 +4 +3 +6 1

IL-24 0 0 0 0

IL-27 1 1

IL-28 0 0 0 0

IL-29 0 0 0 0

IL-31 0 0 0 0

IL-33 0 0 0 0

IL-34 0 0 0 0
IFN-gamma 0 0 +600 +3000
G-CSF -1500 +20 1 1

18




ES 2971046 T3

Ndmero de veces de células no

Ndmero de veces de células

Analito estimuladas/tratadas con alfa-IEN estimuladas con PHA/tratadas con
alfa-IFN estimuladas con PHA

GM-CSF 0 0 0 1
MARCADORES DE CD
CD14 +2 +2 +2 +2
CD23 -22 1 -850 -3
CD30 0 0 0 0
CD40 +2 +2 1 1
CD97 2 1 -5 -5
CD152 (CTLA-4) 1 0 2 0
CD154 1 X +2 X
CD163 2 1 -2 1
CD200 1 1 -1 1
CD223 (LAG3) 0 0 -3 +3
QUIMIOQUINAS Y PROTEINAS SELECCIONADAS
CXCL1 (GROa) -7600 -12 -3400 1
CXCL5 (ENA-78) -6 +16 -32 -3
CXCL10 (IP10) +460 +10 +1 1
CCL1 (1-309) 0 1 -24 1
CCL7 (MCP-3) -2 -200 -149 1
CCL16 (HCC-4) 0 1 -100 1
CCL20 (MIP-3a) -69 +40 -2 1
MMP-2 (colagenasa) +600 +200 +450 +500
MMP-10 (proteoglicanasa) -121 1 -2 -2
ACE-2 +12 0 +6 0
PDGF Ralfa -4 -7 -1 -3
Tie-1 -170 -200 -8 -280
ICAM-1 -1 +2 -3 1
TREM-1 +5 2 +2 -5
E-SELECTINA 1 -7 1 -2

0 = analito no detectado

1 = analito presente pero sin efecto de alfa-10/14

X = no determinado

El efecto positivo de alfa-10/14 se denota por un +

El efecto negativo de interferén alfa-10/14 se denota por un —
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* El sistema de ensayo usado fue RayBio Quantibody Human Cytokine Array 9000 (QAH-CAA-9000 proporcionado
por Insight Bio Ltd.). Este es un ELISA mudltiple, que mide las concentraciones de 400 proteinas en un Unico proceso
de ensayo, incluyendo marcadores pro-y anti-inflamatorios, interleuquinas, marcadores de cancer, quimioquinas,
factores de crecimiento y moléculas relacionadas. Los leucocitos mononucleares de sangre periférica humana
(donantes de sangre normales) se trataron con 10 ng/ml de IFN-a14/10 durante 4 horas antes de un ensayo. Las
pruebas se realizaron en 2 grupos de células

a) no activadas y
b) activadas con PHA (fitohemaglutinina) para inducir un alto nivel de estimulacion.
Efectos de alfa-14 en células inmunitarias activadas

Se cuantificaron mas de 30 interleuquinas pero solo 6 mostraron cambios significativos en las células activadas,
indicando la naturaleza dirigida y muy especifica de la interaccién del alfa-14 con la respuesta inmunitaria humana.

La interleuquina 2 aumentd en 7 veces, IL-12p70 +11 veces y el interferon-y +600 veces, indicando una fuerte
proliferacién de la respuesta de Th1 (mediada por células) mientras que un aumento de 6 veces en IL-23 es acorde
con su papel en la inmunidad mediada por células y su asociacién con IL-12.

Se observaron disminuciones muy grandes con IL-3 e IL-5 de 11 y 420 veces respectivamente. Estas moléculas estan
asociadas con la produccién de células mieloides y la produccién de inmunoglobulina (inmunidad humoral). IL13
también disminuyé en 5 veces, lo que es importante ya que esta interleuquina esta implicada en la secrecién de IgE,
el anticuerpo de la alergia. También fue crucial la disminucién de 43 veces en IL-17. Esta citoquina reguladora esta
aumentada en las enfermedades autoinmunes, la inmunidad humoral (mediada por anticuerpos) y la estimulacién de
la inflamacidén mediante la atraccién de neutréfilos.

CD23 o FceRIl es un receptor para el anticuerpo de la alergia, IgE, y se presenta ampliamente en diferentes tipos de
leucocitos. La activacion de CD23 controla la produccién de IgE y se ven aumentos significativos en pacientes con
trastornos alérgicos. Este importante marcador se disminuyé en 850 veces, en las células activadas, mediante alfa-
14.

Efectos de IFN alfa-14 en células inmunitarias no activadas

IL-6 disminuyd 19 veces. Esta citoquina estimula la sintesis de proteina hepética en respuesta a los traumas, provoca
aumentos en la temperatura corporal y esta implicada en la contraccién muscular. Sin embargo, su papel esencial es
en la inmunidad mediada por anticuerpos que es importante en la alergia.

G-CSF también se disminuyd en méas de 1000 veces. Esta molécula puede estimular la médula ésea para aumentar
el nimero de neutrdfilos que podrian estar implicados en la inflamacion. Al mismo tiempo la secrecién de la
quimioquina CXCL1 se reprimié en 7.500 veces — esto evita que atraiga neutréfilos al sitio de una respuesta y que
provoque inflamacién. También la concentracién de la quimioquina, CXCL10, se aumenté en 460 veces — su papel es
atraer los linfocitos T a una respuesta inmunitaria en proceso.

Efectos de IFN alfa-10 en células inmunitarias activadas

Como con alfa-14, alfa-10 solo reguldé un niumero pequefio de citoquinas de todos los nimeros evaluados. Mencién
particular fueron los aumentos de IL-2 e interferén-y de 4 y 3000 veces respectivamente lo que indica un cambio a
inmunidad mediada por células. Los niveles de |L-17 cayeron en S veces, confirmando este cambio en el equilibrio.

La gran reduccién en CD23 no fue evidente con alfa-10 y sus efectos principales en las quimioquinas fueron en Tie-1
(tirosina quinasa crucial en el proceso de remodelacién linfatica) y TREM-1 (activaciéon de neutréfilos) donde provocd
reducciones de 280 y 5 veces respectivamente.

Efectos de alfa-10 en células inmunitarias no activadas

Alfa-10 mostré una actividad significativa en este contexto mejorando IL-1a/B en hasta 70 veces e IL-6, 8, 10, 12 (p40)
en 1000, 100, 5 y 350 veces acorde con un fuerte apoyo para la inmunidad mediada por células sobre la inmunidad
humoral. G-CSF se mejor6 también en 20 veces en contraste total con alfa-14.

Se grabaron pocos cambios con los marcadores de CD pero CXCL1 se redujo en 12 veces mientras que CXCL5y 10
aumentaron en 16 y 10 veces y CCL20 se elevd en 40 veces. Sin embargo, CCL7 y Tie-1 cayeron 200 veces cada
uno. Estos resultados son acordes con un movimiento significativo hacia la inmunidad mediada por células.

Resultado

Las bajas dosis de interferén-alfa 14 y 10 han modificado la sintesis de citoquinas para mejorar la inmunidad mediada
por células a expensas de la inmunidad mediada por anticuerpos. Esto seria invaluable en la mejora de las actividades
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de ciertas vacunas donde una respuesta inmunitaria humoral puede ser perjudicial p. ej., vacunas virales y para el
cancer.

Ademas los resultados son totalmente acordes con el conocimiento general de que la alergia puede aliviarse
cambiando la respuesta inmunitaria a un alérgeno desplazando una respuesta de anticuerpos a una respuesta celular.
Dicho cambio seria parte de la inmunidad adquirida y por tanto, potencialmente, una solucién a largo plazo para
desarrollar tolerancia.

Ademas, el alfa-14 reprimié significativamente la capacidad de los leucocitos para hacer/utilizar IgE y por tanto inhibié

los efectos inmediatos de una reaccién alérgica, junto con la reduccion de elementos inflamatorios de la inmunidad
mientras potenciaba la implicacion de mas elementos de control.
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REIVINDICACIONES
1. Un subtipo de interferén alfa que comprende la secuencia de aminoacidos descrita por SEQ ID NO:1.

2. El subtipo de interferén alfa segun la reivindicaciéon 1 para usar en el tratamiento y/o profilaxis de una condicién
donde se desean una mejora de una respuesta inmunitaria mediada por Th1 y la supresién de respuesta inmunitaria
mediada por Th2/Th17, en donde la condicién donde se desean una mejora de una respuesta inmunitaria mediada
por Th1y la supresién de una respuesta inmunitaria mediada por Th2/Th17 se selecciona del grupo que consiste en
una enfermedad autoinmune, una enfermedad inflamatoria, alergia o una condicién alérgica asociada y cancer.

3. El subtipo de interferén alfa para usar segun la reivindicacién 2 en donde la enfermedad inflamatoria es enfermedad
inflamatoria intestinal; preferiblemente en donde la enfermedad inflamatoria intestinal es colitis ulcerosa o enfermedad
de Crohn.

4. El subtipo de interferén alfa para usar segln la reivindicaciéon 2 en donde la condicién donde se desean una mejora
de una respuesta inmunitaria mediada por Th1 y la supresiéon de una respuesta inmunitaria mediada por Th2/Th17 es
alergia o una condicién alérgica asociada; preferiblemente en donde la alergia es una alergia alimentaria o una
condicién alérgica asociada.

5. El subtipo de interferén alfa para usar segun la reivindicacién 2 en donde el cancer es cancer de células hepéticas,
cancer de pulmén, cancer de pulmén de células no pequefias, cancer de ovario, cdncer de mama, cancer de piel,
melanoma, cancer genitourinario, cancer de préstata, cancer de células renales o cancer de vejiga.

6. El subtipo de interferén alfa para usar segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5 en donde el al menos un
subtipo de interferdn alfa se proporciona oralmente para la administracién.
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Inhibicion de secreciéon de interleuquina-17
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CDLPQTHSLGNRRALILLGOMGRISPFSCLKDRHDFRIPQEEFD
GNQFQKAQAISVLHEM

MQQTFNLFSTKNSSAAWDETLLEKFYIELFQQMNDLEACVIQEV
GVEETPLMNEDSILAV

KKYFQRITLYLIERKYSPCAWEVVRAEIMRSLSFSTNLQKRLRRK

D
(SEQID NO: 1)

Figura 9

Traduccion inversa de 1a secuencia de proteinas de SEQ 1D NO:1 cuando se usa una tabla de
uso del codon de E. coli

TGTGATCTGCCECAGACCCATAGCCTGGETAATCGTCGTGCACTGATTCTGCTGGGETCA
GATGGGTCCTATTAGCCCHTITAGCTGTCTGRAAAGATCGTCATGATTTTCGTATTICCGCAAG
AGGAATTTGATGGCAACCAGTTTCAGAAAGCACAGGCAATTAGCGTTCTGCATGARATGATG
CAGCAGACCTTTAACCTGTTTAGCACCAAARATAGCAGCGCAGCATGGGATGAAACCCTGLT
GGARARATTCTATATCGAACTGTITCAGCAGATGAACCATCTGGARGCATGTGTTATTCAAG
AAGTTGGCGTTGRAGAAACACCGCTGATGAATGAARGATAGCATTCTGGCAGTGAAAARATAC
TTTCAGCGCATTACCCTGTATCTGATCGAACGTAAATATAGCCCGTGTGCATGGGAAGTTGY
TCGTGCAGRAATTATGCGTAGCCTGAGCTITTAGCACCAATCTGCAAAAACGTCTGCGTCGCA
AAGATTAATAA

(SEQ D NO: 2)

Figura 10
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