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DESCRIPCION
Moléculas de fusion solubles multimeras de IL-15 y métodos para elaborar y usar las mismas.
Antecedentes

Estudios previos han demostrado la utilidad de crear proteinas dirigidas a una diana multimeras con los propdsitos
bien de aumentar la afinidad efectiva a través de la formacion de moléculas multivalentes o bien de ampliar el
espectro de reconocimiento a través de la formaciéon de multiples moléculas especificas. Se ha empleado una
variedad de dominios de interaccion proteinica para generar proteinas recombinantes con sitios de union dimeros y
multimeros. Inicialmente, se usaron comunmente para la dimerizacion fusiones de los dominios dirigidos a una diana
a dominios de cremallera de leucina. En este enfoque, la interaccion hidréfoba de dominios de cremallera de leucina
esta mediada por leucinas regularmente separadas en hélices a paralelas, mientras que el socio de dimerizacién
esta determinado por otros aminoacidos inmediatamente fuera del centro hidréfobo, principalmente residuos
cargados, que forman puentes salinos (1-3). Esta interaccion esta ejemplificada por la familia Fos y Jun de
proteinas, que forman preferentemente heterodimeros sin interferencia significativa de la especificidad del dominio
diana. Este enfoque proporciona un andamiaje versatil para crear complejos multimeros (4, 5). Sin embargo, hay
limitaciones que afectan significativamente a la utilidad de este enfoque para el desarrollo de proteinas terapéuticas.
Lo mas destacadamente, Fos y Jun son proteinas intracelulares que se acumulan casi exclusivamente dentro del
nucleo. Asi, las fusiones de Fos y Jun solubles y secretadas se producen habitualmente usando el sistema celular
de insecto infectado por baculovirus o transformado establemente, un procedimiento de fabricacién de rendimiento
relativamente bajo y no faciimente aumentable a escala (6, 7). En un intento de crear moléculas biespecificas, se
produjeron dominios de anticuerpo conectados a Fos-Jun en células bacterianas o de mamifero, pero la principal
limitacion era la homodimerizacion de subunidades (8, 9) que complicaba el procedimiento de purificaciéon y reducia
el rendimiento global (8, 9). Por otra parte, la diferencia en los patrones de glicosilacion de proteinas producidas por
células de insecto o bacterianas eleva los problemas de inmunogenicidad potencial de los productos cuando se usan
en aplicaciones terapéuticas.

Ademas de los motivos de cremallera de leucina, se han usado dominios constantes de inmunoglobulina (IgG),
péptidos de autodimerizacion de hélice-vuelta-hélice, subdominios tri- y tetrameros de colageno y p53 como
andamiajes mediante los cuales crear moléculas multivalentes (8, 10-13). Aparte de los fragmentos de IgG, estos
dominios de interaccion sirven principalmente como andamiajes moleculares y carecen de oftras actividades
funcionales de por si. Por otro lado, las proteinas de fusiéon que contienen estos dominios a menudo requieren una
optimizacion adicional para promover la formacion de multimeros estables y lineas celulares de produccion
especializadas y métodos de purificacion que son tediosos o imponen obstaculos reguladores para el desarrollo
terapéutico (10, 12). Muchos de estos andamiajes son derivados bien de dominios proteinicos no humanos o bien de
componentes no naturales del plasma que pueden exhibir propiedades farmacocinéticas pobres y plantear el riesgo
de respuestas inmunogénicas que podrian limitar su potencial terapéutico.

El documento WO/143794 divulga complejos de proteinas de fusion solubles y variantes de IL-15 que tienen uso
terapéutico y diagnostico.

Sumario de la invenciéon

La invencion proporciona complejos de proteinas de fusion solubles que tienen al menos dos proteinas de fusion
solubles, en donde la primera proteina de fusion incluye (a) un primer polipéptido biolégicamente activo conectado
covalentemente a (b) polipéptido de interleucina-15 (IL-15) o un fragmento funcional del mismo; y la segunda
proteina de fusién comprende (c) un segundo péptido biolégicamente activo conectado covalentemente a (d)
polipéptido de receptor de interleucina-15 a (IL-15Ra) soluble o un fragmento funcional del mismo en el que una o
ambas de las proteinas de fusion primera y segunda comprenden ademas un dominio Fc de inmunoglobulina o un
fragmento funcional del mismo; en donde el dominio de IL-15 de la primera proteina de fusién se une al dominio de
IL-15Ra soluble de la segunda proteina de fusién para formar un complejo de proteinas de fusién solubles y en
donde el polipéptido de IL-15 es una variante de IL-15 que tiene una sustitucién de N por D en la posiciéon 72 de la
secuencia de IL-15 natural humana madura y en donde el polipéptido de IL-15Ra comprende el dominio sushi de IL-
15Ra.

En ciertas realizaciones, en los complejos de proteinas de fusion solubles, uno de los polipéptidos biolégicamente
activos primero y segundo incluye un primer receptor de células T (TCR, por sus siglas en inglés) soluble o un
fragmento funcional del mismo. En ciertas realizaciones, el complejo de proteinas de fusion solubles que incluye un
primer TCR soluble incluye un segundo TCR soluble como el polipéptido biolégicamente activo, creando de ese
modo un complejo de proteinas de fusion de TCR multivalente con actividad de union incrementada. En ciertas
realizaciones, los TCR en el complejo incluyen al menos dos TCR diferentes. En ciertas realizaciones, todos los TCR
son iguales. En ciertas realizaciones, cuando estan presentes al menos dos TCR diferentes, los TCR se unen a
moléculas diana separadas. En ciertas realizaciones, cuando estan presentes al menos dos TCR diferentes, los TCR
se unen a epitopos distintos en la misma molécula diana. En ciertas realizaciones, los TCR son especificos para el
reconocimiento de un antigeno particular.
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En el complejo de fusién soluble de la invenciéon, en ciertas realizaciones, los TCR se seleccionan
independientemente de un heterodimero que comprende TCR de cadenas a y B y un polipéptido de TCR
monocatenario. En ciertas realizaciones, el TCR monocatenario incluye una cadena V-a de TCR conectada
covalentemente a una cadena V-f3 de TCR mediante una secuencia conectora de péptidos. En ciertas realizaciones,
el TCR monocatenario incluye ademas un fragmento de cadena CB de TCR soluble conectado covalentemente a
una cadena V-3 de TCR. En ciertas realizaciones, el TCR monocatenario incluye ademas un fragmento de la cadena
Ca de TCR soluble conectado covalentemente a una cadena V-a de TCR. En ciertas realizaciones del complejo de
proteinas de fusion solubles, el primer polipéptido bioldgicamente activo incluye un polipéptido a de TCR o un
fragmento funcional del mismo y el segundo polipéptido biolégicamente activo incluye un polipéptido B de TCR o un
fragmento funcional del mismo.

En ciertas realizaciones, en un complejo de proteinas de fusién solubles uno o ambos del polipéptido biolégicamente
activo primero y segundo incluye un anticuerpo o un fragmento funcional del mismo. En ciertas realizaciones, los
anticuerpos en el complejo incluyen al menos dos anticuerpos diferentes. En ciertas realizaciones, todos los
anticuerpos son iguales. En ciertas realizaciones, cuando estan presentes al menos dos anticuerpos diferentes, los
anticuerpos se unen a moléculas diana separadas. En ciertas realizaciones, cuando estan presentes al menos dos
anticuerpos diferentes, los anticuerpos se unen a distintos epitopos en la misma molécula diana. En ciertas
realizaciones, los anticuerpos son especificos para el reconocimiento de un antigeno particular.

En ciertas realizaciones del complejo de proteinas de fusidn solubles, el anticuerpo es un anticuerpo monocatenario
o Fv monocatenario. En ciertas realizaciones, en anticuerpo monocatenario comprende un dominio variable de
cadena ligera de inmunoglobulina conectado covalentemente a un dominio variable de cadena pesada de
inmunoglobulina mediante una secuencia conectora de polipéptidos. En ciertas realizaciones, el primer polipéptido
bioldgicamente activo comprende un polipéptido de cadena pesada de anticuerpo o un fragmento funcional del
mismo Yy el segundo polipéptido biolégicamente activo comprende un polipéptido de cadena ligera de anticuerpo o un
fragmento funcional del mismo.

En los complejos de proteinas de fusion solubles de la invencion, el polipéptido de IL-15 es una variante de IL-15
que tiene una sustitucién de N por D en la posicién 72 de la secuencia de IL-15 humana madura. El polipéptido de
IL-15 humana se denomina en la presente hulL-15, hlL-15, hulL15, hiL15, IL-15 silvestre (wt, del inglés wild-type) y
similares y se hace referencia a las variantes del mismo usando el aminoacido natural, su posicion en la secuencia
madura y el aminoacido variante. Por ejemplo, hulL15N72D se refiere a IL-15 humana que comprende una
sustitucion de N por D en la posiciéon 72.

En ciertas realizaciones de la invencion, en el complejo de proteinas de fusién solubles, el dominio Fc o un
fragmento funcional del mismo incluye un dominio Fc seleccionado del grupo que consiste en dominio Fc de IgG,
dominio Fc de IgG1 humana, dominio Fc de 1IgG2 humana, dominio Fc de IgG3 humana, dominio Fc de IgG4
humana, dominio Fc de IgA, dominio Fc de IgD, dominio Fc de IgEy, dominio Fc de IgM; o cualquier combinacion de
los mismos. En ciertas realizaciones, el dominio Fc incluye un cambio de aminoacido que da como resultado un
dominio Fc con propiedades alteradas del complemento o de la unién al receptor de Fc. Se conocen en la técnica
cambios de aminoacidos para producir un dominio Fc con propiedades alteradas del complemento o de la unién al
receptor de Fc. Por ejemplo, una sustitucion de residuos de leucina en las posiciones 234 y 235 de la Cy2 de IgG1
(numeracion basada en la secuencia de consenso del anticuerpo) (es decir... PELLGG ...(SEQ ID N° 1)) por
residuos de alanina (es decir... PEAAGG ...(SEQ ID N°: 2)) da como resultado una pérdida de la union al receptor de
Fc y mientras que la sustitucion del residuo de lisina en la posicion 322 de la C42 de IgG1 (numeracion basada en la
secuencia de consenso del anticuerpo) (es decir... K CKS L ...(SEQ ID N° 3)) por un residuo de alanina (es
decir...KCASL... (SEQ ID N° 4)) da como resultado una pérdida de la activacion del complemento. En ciertas
realizaciones, tales mutaciones se pueden combinar.

En ciertas realizaciones del complejo de proteinas de fusion solubles, el primer polipéptido biolégicamente activo
esta conectado covalentemente a polipéptido de IL-15 (o un fragmento funcional del mismo) mediante una secuencia
conectora de polipéptidos. En ciertas realizaciones del complejo de proteinas de fusién solubles, el segundo
polipéptido biolégicamente activo estd conectado covalentemente a polipéptido de IL-15Ra (o un fragmento
funcional del mismo) mediante una secuencia conectora de polipéptidos. En ciertas realizaciones del complejo de
proteinas de fusion solubles, el polipéptido de IL-15Ra (o un fragmento funcional del mismo) esta conectado
covalentemente al dominio Fc (o un fragmento funcional del mismo) mediante una secuencia conectora de
polipéptidos. Cada secuencia conectora de polipéptidos se puede seleccionar independientemente. En ciertas
realizaciones, las secuencias conectoras de polipéptidos son iguales. En ciertas realizaciones, son diferentes.

En ciertas realizaciones, el antigeno para el dominio de TCR incluye un antigeno peptidico presentado en una
molécula de MHC o HLA. En ciertas realizaciones, el antigeno peptidico se deriva de (es decir, incluye al menos una
secuencia parcial de) un polipéptido asociado a un tumor o un polipéptido codificado por un virus. En ciertas
realizaciones, el antigeno para el dominio de anticuerpo comprende un receptor o ligando de la superficie celular.

En ciertas realizaciones, el antigeno para el dominio de anticuerpo es uno o mas de un antigeno CD, un receptor o
ligando de citocinas o quimiocinas, un receptor o ligando de factores de crecimiento, una molécula de adherencia
celular, moléculas de MHC/similares a MHC, un receptor de Fc, un receptor similar a Toll, un receptor de NK, TCR,
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BCR, un receptor o ligando coestimulante positivo/negativo, un receptor o ligando de la muerte, un antigeno
asociado a un tumor o un antigeno codificado por un virus.

En ciertas realizaciones del complejo de proteinas de fusidon solubles, el polipéptido de IL-15Ra incluye el dominio
extracelular del receptor de IL-15 a capaz de unirse a polipéptido de IL-15. Se hace referencia en la presente al
polipéptido de IL-15Ra humano soluble como hIL-15Ra, hulL-15Ra, hIL-15Ra, hulL-15Ra y similares. Segun la
invencion, el polipéptido de IL-15Ra incluye el dominio sushi (Su) de IL-15Ra.

En ciertas realizaciones, los complejos de proteinas de fusion solubles de la invencidon estan mutimerizados, p. €j.,
dimerizados, trimerizados o multimerizados de otro modo (p. €j., 4 complejos, 5 complejos, etc.). En ciertas
realizaciones, los multimeros son homomultimeros. En ciertas realizaciones, los multimeros son heteromultimeros.
En ciertas realizaciones, los complejos de proteinas de fusion solubles estan ligados mediante enlaces covalentes,
p. €j., enlaces disulfuro, agentes de reticulacion quimicos. En ciertas realizaciones, el enlace disulfuro conecta
covalentemente el dominio Fc del segundo polipéptido del primer complejo de proteinas de fusion solubles al
dominio Fc del segundo polipéptido del segundo complejo de proteinas de fusién solubles.

En ciertas realizaciones, los complejos de proteinas de fusién solubles de la invencion incluyen un polipéptido de IL-
15, una variante de IL-15 o un fragmento funcional de los mismos y un polipéptido de IL-15Ra soluble o un
fragmento funcional del mismo, en donde uno o ambos de los polipéptidos de IL-15 e IL-15Ra incluyen ademas un
dominico Fc de inmunoglobulina o un fragmento funcional del mismo.

En ciertas realizaciones, los complejos de proteinas de fusion solubles de la invencién incluyen al menos una de las
proteinas de fusién solubles que comprenden una etiqueta detectable. Etiquetas detectables incluyen, pero no se
limitan a, biotina, estreptavidina, una enzima o un fragmento cataliticamente activo de la misma, un radiontclido, una
nanoparticula, un ion metalico paramagnético o una molécula fluorescente, fosforescente o quimioluminiscente; o
cualquier combinacién de los mismos.

La invencién proporciona secuencias de acido nucleico que codifican cualquiera de las proteinas de fusion de la
invencion. En ciertas realizaciones, la secuencia de acido nucleico incluye ademas una o mas secuencias de control
de la traduccion y/o transcripcion, p. ej., una secuencia promotora, de sefial de inicio de la traduccion y lider;
conectadas operativamente a la secuencia que codifica la proteina de fusién. En ciertas realizaciones, la secuencia
de acido nucleico es un vector para la replicacion, la expresién o ambas.

La invencién proporciona un método para elaborar los complejos de proteinas de fusién solubles de la invencion. El
método incluye las etapas de:

a) introducir en una primera célula hospedadora un vector de ADN con secuencias de control apropiadas que
codifican la primera proteina de fusion,

b) cultivar la primera célula hospedadora en un medio bajo condiciones suficientes para expresar la primera proteina
de fusion en la célula o el medio;

c) purificar la primera proteina de fusion de las células hospedadoras o el medio,

d) introducir en una segunda célula hospedadora un vector de ADN con secuencias de control apropiadas que
codifican la segunda proteina de fusion,

e) cultivar la segunda célula hospedadora en un medio bajo condiciones suficientes para expresar la segunda
proteina de fusion en la célula o el medio; y

f) purificar la segunda proteina de fusion de las células hospedadoras o el medio, y

g) mezclar las proteinas de fusion primera y segunda bajo condiciones suficientes para permitir la unién entre el
dominio de IL-15 de una primera proteina de fusion y el dominio de IL-15Ra soluble de una segunda proteina de
fusion para formar el complejo de proteinas de fusion solubles.

En ciertas realizaciones, el método incluye ademas mezclar la proteina de fusién primera y segunda bajo
condiciones suficientes para permitir la formacion de un enlace disulfuro entre los polipéptidos expresados desde los
vectores de expresion.

La invenciéon proporciona métodos para elaborar complejos de proteinas de fusion solubles de la invencion,
incluyendo los métodos las etapas de:

a) introducir en una célula hospedadora un vector de ADN con secuencias de control apropiadas que codifican la
primera proteina de fusién y un vector de ADN con secuencias de control apropiadas que codifican la segunda
proteina de fusion,

b) cultivar la célula hospedadora en un medio bajo condiciones suficientes para expresar las proteinas de fusion en
la célula o el medio y permitir la asociacion entre el dominio de IL-15 de una primera proteina de fusion y el dominio
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de IL-15Ra soluble de una segunda proteina de fusion para formar el complejo de proteinas de fusién solubles;
c) purificar el complejo de proteinas de fusion solubles de las células hospedadoras o el medio.

En ciertas realizaciones, el método incluye ademas mezclar la primera y la segunda proteina de fusion bajo
condiciones suficientes para permitir la formacién de un enlace disulfuro entre los polipéptidos expresados a partir de
los vectores de expresion.

La invencion proporciona métodos para elaborar complejos de proteinas de fusion solubles de la invencion,
incluyendo los métodos las etapas de:

a) introducir en una célula hospedadora un vector de ADN con secuencias de control apropiadas que codifican las
proteinas de fusion primera y segunda,

b) cultivar la célula hospedadora en un medio bajo condiciones suficientes para expresar las proteinas de fusion en
la célula o el medio y permitir la asociacion entre el dominio de IL-15 de una primera proteina de fusion y el dominio
de IL-15Ra soluble de una segunda proteina de fusién para formar el complejo de proteinas de fusién solubles, y
para permitir la formacién de un enlace disulfuro entre los polipéptidos codificados por el acido nucleico de la
reivindicacion 46;

c) purificar el complejo de proteinas de fusion solubles de las células hospedadoras o el medio.

En ciertas realizaciones, el método incluye ademas mezclar la primera y la segunda proteina de fusion bajo
condiciones suficientes para permitir la formacién de un enlace disulfuro entre los polipéptidos expresados a partir de
los vectores de expresion.

La invencion proporciona métodos in vitro para destruir una célula diana, incluyendo el método las etapas de:

a) poner en contacto una pluralidad de células con un complejo de proteinas de fusién solubles de la invencion, en
donde la pluralidad de células incluye ademas células inmunitarias que incluyen las cadenas de IL-15R reconocidas
por el dominio de IL-15, o células inmunitarias que incluyen las cadenas del receptor de Fc reconocidas por el
dominio Fc, y las células diana que incluyen un antigeno reconocido por al menos uno de los polipéptidos
biol6gicamente activos,

b) formar un complejo de unién (puente) especifico entre el antigeno sobre la célula diana y las cadenas de IL-15R o
receptor de Fc en las células inmunitarias suficiente para unirse a y activar las células inmunitarias; y

c) destruir las células diana mediante las células inmunitarias activadas unidas.

En ciertas realizaciones de los métodos de destruccion, las células diana son células tumorales o células infectadas
viralmente.

En ciertas realizaciones de los métodos de destruccion, el polipéptido biolégicamente activo incluye un TCR.

En ciertas realizaciones de los métodos de destruccion, el antigeno en las células diana incluye un antigeno
peptidico tumoral o codificado viralmente presentado en una molécula de MHC o HLA y reconocido por el TCR. Las
células inmunitarias son, por ejemplo, células T, células LAK, células NK, macréfagos, monocitos o granulocitos.

La invencion proporciona el complejo de proteinas de fusion solubles que se divulga anteriormente que comprende
un polipéptido biolégicamente activo que reconoce un antigeno asociado a una enfermedad para el uso en un
método para prevenir o tratar una enfermedad en un paciente en el que las células enfermas expresan un antigeno
asociado a una enfermedad.

La invencion proporciona una mezcla de células inmunitarias-complejo de proteinas de fusion obtenida al mezclar
células inmunitarias que incluyen cadenas de IL-15R o cadenas de receptor de Fc con un complejo de proteinas de
fusion solubles como el divulgado anteriormente que comprende un polipéptido biolégicamente activo que reconoce
un antigeno asociado a una enfermedad para el uso en un método para prevenir o tratar una enfermedad en un
paciente en el que las células enfermas expresan un antigeno asociado a una enfermedad.

En ciertas realizaciones del método para prevenir o tratar una enfermedad en un paciente en el que las células
enfermas expresan un antigeno asociado a una enfermedad, la enfermedad es cancer o una infeccién viral. En
ciertas realizaciones, el antigeno asociado a una enfermedad es un complejo péptido/MHC.

La invencion proporciona una cantidad eficaz del complejo de proteinas de fusién solubles de la invencion para el
uso en métodos para estimular respuestas inmunitarias en un mamifero.

La invencién proporciona una cantidad eficaz del complejo de proteinas de fusion solubles de uno cualquiera de la
invencion para el uso en métodos para suprimir respuestas inmunitarias en un mamifero.
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Se divulgan métodos para detectar células o tejido que tienen un antigeno presentado en las células o el tejido,
incluyendo el método las etapas de:

a) poner en contacto las células o el tejido con al menos un complejo de proteinas de fusidn solubles de la invencion
que incluye una etiqueta detectable bajo condiciones que forman un complejo de union especifico entre el antigeno y
el polipéptido biolégicamente activo del complejo de proteinas de fusion solubles,

b) lavar las células o el tejido bajo condiciones apropiadas para retirar cualquier complejo de proteinas de fusion
solubles no unido al antigeno; y

c) detectar el complejo de unidn especifico cuando es indicativo de células o tejido que comprenden el antigeno.

En ciertas realizaciones de los métodos de deteccion, el polipéptido biolégicamente activo comprende un TCR y el
antigeno comprende un antigeno peptidico presentado en una molécula de MHC o HLA que es reconocido por el
TCR. Los métodos de deteccion proporcionados en la presente son muy sensibles. Por ejemplo, en los métodos, el
numero de copias del antigeno presente es 1.000 o menos copias por célula. Los métodos de deteccion
proporcionados en la presente se pueden poner en practica in vivo, in vitro o ex vivo.

Se divulgan métodos para incrementar la actividad de unién por molécula de un complejo de proteinas de fusion
solubles de la invencién al formar un dimero de un primer complejo de proteinas de fusion solubles y un segundo
complejo de proteinas de fusion solubles en el que el sitio de unién del primer polipéptido biolégicamente activo y el
segundo péptido biolégicamente activo de cada complejo de proteinas de fusidn son iguales o diferentes. En ciertas
realizaciones, la unién se incrementa sinérgicamente. Por ejemplo, la actividad de unién por molécula se incrementa
en 10% o mas, 20% o mas, 30% o mas, 40% o mas, 50% o mas, 60% o mas o 70% o mas.

Se divulga un método para incrementar la actividad de IL-15 por molécula de un complejo de proteinas de fusion
solubles de la invencién al formar un dimero de un primer complejo de proteinas de fusion solubles y un segundo
complejo de proteinas de fusion solubles.

Se describe un método para elaborar un complejo de proteinas de fusién de interleucina-15 (IL-15):receptor de
interleucina-15 (IL-15Ra), implicando el método introducir en una célula hospedadora (p. e€j., una célula de
mamifero) un primer vector de ADN que codifica IL-15 (o una variante de I1L-15) y un segundo vector de ADN que
codifica una proteina de fusién de IL-15Ra; cultivar la célula hospedadora en un medio bajo condiciones suficientes
para expresar la IL-15 (o variante de IL-15) y la proteina de fusion de IL-15Raq; y purificar el complejo de proteinas de
fusion IL-15:IL-15Ra de la célula hospedadora o el medio.

Se describe un método para elaborar un complejo IL-15:IL-15Ra que contiene una proteina de fusion IL-15Ra/Fc,
implicando el método introducir en una célula hospedadora un primer ADN que codifica IL-15 (o variante de IL-15) y
un segundo ADN que codifica una proteina de fusion IL-15Ra/Fc; cultivar la célula hospedadora en un medio bajo
condiciones suficientes para expresar la IL-15 (o variante de IL-15) y la proteina de fusion IL-15Ra/Fc; y purificar el
complejo IL-15:IL-15Ra/Fc de la célula hospedadora o el medio.

Se describe un método para elaborar un complejo de proteinas de fusion IL-15:IL-15Ra que contiene una proteina
de fusién IL-15Ra/Fc, implicando el método coexpresar IL-15 (o variante de IL-15) y una proteina de fusion IL-
15Ra/Fc en una célula hospedadora; cultivar la célula hospedadora en un medio bajo condiciones suficientes para
expresar la IL-15 (o variante de IL-15) y la proteina de fusion IL-15Ra/Fc; y purifica el complejo de proteinas de
fusion IL-15:1L-15Ra/Fc de la célula hospedadora o el medio.

Se describe un método para elaborar un complejo de proteinas de fusion IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc que implica
coexpresar IL-15N72D y una proteina de fusion IL-15RaSu/Fc en una célula hospedadora; cultivar la célula
hospedadora en un medio bajo condiciones suficientes para expresar la IL-15N72D y la proteina de fusion IL-
15RaSu/Fc; y purificar el complejo de proteinas de fusion IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc de la célula hospedadora o el
medio, donde ambos sitios de unién a IL-15 del complejo IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc estan completamente ocupados.

En otro aspecto, la invencién proporciona una célula que contiene un primer polinucleétido que codifica IL-15 o una
variante de IL-15 y un segundo polinucledtido que codifica una proteina de fusion del receptor de IL-15 segun se
divulga anteriormente. En una realizacion, la célula comprende un primer vector de expresion que codifica IL-
15N72D y un segundo vector de expresion que codifica una proteina de fusién IL-15RaSu/Fc.

En otro aspecto, la invenciéon proporciona un complejo IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc totalmente ocupado aislado que
contiene una IL-15RaSu/Fc dimera y dos moléculas de IL-15N72D. En una realizacion, el complejo esta al menos
90-95% o mas totalmente ocupado purificado; tiene un punto isoeléctrico entre 5,6 y 6,5; tiene un peso molecular de
aproximadamente 114 kDa; y/o esta glicosilado en cualquiera o ambos de los polipéptidos de IL-15N72D e IL-
15RaSu/Fc.

En otro aspecto, la invencion proporciona un complejo IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc totalmente ocupado aislado
producido segun cualquier método de expresion y purificacion esbozado en la presente.
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En otro aspecto, la invencion proporciona un complejo IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc totalmente ocupado para el uso en
un método para modular (p. €j., incrementar o disminuir) una respuesta inmunitaria en un sujeto.

En otro aspecto, la invencion proporciona el complejo IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc totalmente ocupado para el uso en
un método para mejorar una respuesta inmunitaria en un sujeto que tiene neoplasia.

En diversas realizaciones de los aspectos anteriores o cualquier otro aspecto de la invencién esbozado en la
presente, la proteina de fusion de IL-15Ra comprende IL-15Ra soluble conectado covalentemente a un polipéptido
bioldgicamente activo (p. €j., el dominio constante de cadena pesada de IgG, un dominio Fc del dominio constante
de cadena pesada de IgG). En otras realizaciones de la invencion de los aspectos anteriores, IL-15 comprende IL-15
conectada covalentemente a un segundo polipéptido biolégicamente activo. En otras realizaciones, purificar el
complejo IL-15:IL-15Ra de la célula hospedadora o el medio implica capturar el complejo IL-15:IL-15Ra en un
reactivo de afinidad que se une especificamente al complejo de proteinas de fusion IL-15:IL-15Ra. En otras
realizaciones, la proteina de fusion de IL-15Ra contiene una proteina de fusion IL-15Ra/Fc y el reactivo de afinidad
se une especificamente al dominio Fc. En otras realizaciones, el reactivo de afinidad es proteina A o proteina G. En
otras realizaciones, el reactivo de afinidad es un anticuerpo. En otras realizaciones, purificar el complejo IL-15:IL-
15Ra de la célula hospedadora o el medio comprende cromatografia de intercambio idnico. En otras realizaciones,
purificar el complejo I1L-15:IL-15Ra de la célula hospedadora o el medio comprende cromatografia de exclusion por
tamafo. El IL-15Ra comprende IL-15RaSushi (IL- 15RaSu). La IL-15 es una IL-15 variante, es decir IL-15N72D. En
otras realizaciones, los sitios de union a IL-15 del complejo IL-15:IL-15Ra estan totalmente ocupados. En otras
realizaciones, ambos sitios de unién a IL-15 del complejo IL-15:IL-15RaSu/Fc estan totalmente ocupados. En otras
realizaciones, el complejo IL-15:IL-15Ra se purifica basandose en las propiedades de carga compleja o de tamafio.
En ofras realizaciones, el complejo de proteinas de fusion IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc totalmente ocupado se purifica
mediante cromatografia de intercambio i6nico basandose en las propiedades de carga compleja. En otras
realizaciones, el complejo de proteinas de fusion IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc totalmente ocupado se purifica usando
una resina a base de amina cuaternaria con condiciones de unién que emplean tampones de pH neutro de baja
intensidad ionica y condiciones de elucion que emplean tampones de intensidad iénica creciente.

Se describen estuches que incluyen uno o mas de los complejos de proteinas de fusion solubles de la invencion,
uno o mas reactivos especificos (p. €j., un nucleétido que codifica uno o mas complejos de proteinas de fusion
solubles de la invencion) para elaborar los complejos de proteinas de fusion solubles de invencion, y/o materiales
especificos para usar uno o mas complejos de proteinas de fusién solubles de la invencién. Los materiales de los
estuches se proporcionan en un envase apropiado, tipicamente con instrucciones de uso.

Otras realizaciones estaran claras a partir de la divulgacion posterior.
Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra la proteina de fusibn denominada molécula T2 (T2M) que consiste en un polipéptido
multicatenario.

La Figura 2 muestra el vector (pMC.c264scTCR-Su/lgG1.PUR) que contiene el inserto génico IL15RaSushi humano
correcto.

La Figura 3 muestra la secuencia de la secuencia de acido nucleico de c264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1 (SEQ ID
Ne°: 34).

La Figura 4 muestra la secuencia proteinica del péptido c264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1 (SEQ ID N°: 35).
La Figura 5 muestra el vector denominado c264scTCR/Sushi/higG1-pMSGVc o pMSGVc264Sulg.

La Figura 6 muestra la secuencia de la secuencia de acido nucleico de c264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1 (SEQ ID
Ne°: 36).

La Figura 7 muestra la secuencia proteinica del péptido c264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1 (SEQ ID N°: 37).

La Figura 8 muestra el vector denominado ¢149scTCR/IL15N72D-pMSGVn o pMSGV-c149IL15N72D.

La Figura 9 muestra la secuencia de la secuencia de acido nucleico de c149scTCR/hulL15N72D (SEQ ID N°: 38).
La Figura 10 muestra la secuencia proteinica del péptido c149scTCR/hulL15N72D (SEQ ID N°: 39).

La Figura 11 muestra un analisis de SDS-PAGE de fracciones de purificacion de las proteinas de fusion T2,
¢c264scTCR/hulgG1 y ¢264scTCR/hulgG1ACH1 bajo condiciones reductoras y no reductoras. Bajo condiciones
reductoras, las bandas de la molécula T2 migran a pesos moleculares consecuentes con los polipéptidos
c264scTCR/hulL15 y ¢264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1. Bajo condiciones desnaturalizantes no reductoras, la
banda de c264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1 migra a un peso molecular consecuente con un complejo de
¢c264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1 dimero conectado por disulfuro y un polipéptido c264scTCR/hulL15N72D.

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2579077 T3

La Figura 12 muestra resultados de cromatografia de filtracion en gel con exclusion por tamafio que demuestran que
la proteina T2 natural se eluia al peso molecular esperado de una molécula de cuatro cadenas (2 x
c264scTCR/IL15N72D, 2 x c264scTCR/hulL15Sushi/hulgG1).

La Figura 13 muestra resultados de un ensayo de union in vitro en el que cantidades equimolares de proteina T2
purificada, compuesta por las cadenas c264scTCR/hulL15N72D y c264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1, o proteina
de fusion de c264scTCR/hulgG1 purificada eran capturadas sobre pocillos revestidos con anticuerpo anti-lgG1
humana. Después de la union, las proteinas se detectaron usando anticuerpo anti-IlgG1 humana bajo condiciones de
ELISA estandar.

La Figura 14 muestra resultados de un ensayo de union in vitro en el que cantidades equimolares de proteinas de T2
0 c264scTCR/hulgG1 eran capturadas sobre pocillos revestidos con Ab anti-lgG1 humana y detectadas con un
anticuerpo anti-C de TCR humana (W4F).

La Figura 15 muestra resultados de un ensayo de uniéon in vitro en el que se examind la actividad de union a
péptido/MHC de los dominios de TCR de la molécula T2. Cantidades equimolares de T2 (compuesta por las
cadenas c264scTCR/hulL15N72D y c264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1) o proteinas de c264scTCR/hulgG1 fueron
capturadas sobre pocillos revestidos con Ab anti-lgG1 humana y detectadas con tetrameros de péptido p53 (aa 264-
272)/HLA-estreptavidina A2-HRP.

La Figura 16 muestra resultados de un ensayo in vitro para demostrar la actividad del dominio de IL-15 de la
molécula T2. Se revistieron pocillos de microvaloraciéon con anticuerpo anti-IL-15 humana y se aplicaron a los
pocillos cantidades molares equivalentes de proteina de T2 purificada, compuesta por las cadenas
c264scTCR/hulL15N72D y ¢264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1, o proteina de fusion c264scTCR/hulL15N72D.
Después de las etapas de union y lavado, las proteinas unidas se detectaron con anticuerpo anti-IL-15 humana bajo
condiciones de ELISA estandar.

La Figura 17 muestra los resultados de un ensayo de proliferacion para caracterizar adicionalmente la actividad
funcional del dominio de IL-15 de las moléculas T2 usando la linea celular 32DR dependiente de citocinas. Para
medir la proliferacion celular, células 32DR (2 x 10* células/pocillo) se incubaron con concentraciones crecientes de
proteina T2 (compuesta por las cadenas c264scTCR/hulL15N72D y c264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1) o proteina
de fusion c264scTCR/hulL15N72D durante 48 h a 37°C. Se afiadio reactivo de proliferacion celular WST-1 (Roche®
Applied Science) durante las ultimas 4 h del crecimiento celular segun los procedimientos del fabricante. La
conversion de WST-1 en el colorante formazano coloreado por células metabdlicamente activas se determiné a
través de medidas de absorbancia a 440 nm.

Las Figuras 18A-B muestran los resultados de un modelo en primates in vivo para determinar la capacidad de la
proteina T2 para promover la proliferacion de células inmunitarias sensibles a IL-15. Se extrajo sangre cinco dias
después de la inyeccion con proteina T2 y se tifid con respecto a marcadores de células T con memoria CD8 (CD8 y
CD95) (A) y marcadores de células NK (CD56 y CD16) (B) y se comparo con sangre extraida antes del tratamiento.

Las Figuras 19A-B muestran ensayos de unién celular que caracterizan la actividad de unién del dominio Fc de IgG1
de la molécula T2. A. El analisis por citometria de flujo muestra resultados de un ensayo en el que células U937 que
incluyen el receptor de Fc-y se incubaron con 33 nM de proteina T2 (compuesta por las cadenas
¢c264scTCR/hulL15N72D y ¢264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1), c264scTCR/hulgG1 o A2AL9scTCR/IgG1 (control
negativo) durante 20 min. Las células se lavaron una vez y se incubaron con tetramero de péptido p53 (aa 264-272)
conjugado a PE/HLA-A2 durante 20 min. La unién a receptores de Fc y sobre la superficie de células U937 se
analizé con citometria de flujo. B. Se llevd a cabo un analisis por citometria de flujo que muestra resultados de un
estudio de unién a U937 similar que usa un intervalo de concentraciones de proteina como el indicado y se
represento la intensidad fluorescente media para las células tefiidas.

La Figura 20 muestra resultados de un ensayo para determinar la actividad biolégica de los dominios Fc de las
moléculas T2 para mediar en la actividad de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos. Se afiadieron proteina
T2, c264scTCR/hulgG1 o A2AL9scTCR/IgG1 (control negativo) a una placa de 96 pocillos a una concentracion de
0,137 nM a 100 nM. Células diana T2 positivas a HLA-A2 se sometieron a impulsos con 10 uM de péptido p53
aa264-272 y se marcaron con 50 pug/ml de calceina-AM. Las proteinas de fusion se mezclaron con 1 x 10* de la
célula diana por pocillo y se afiadieron 1 x 106/pocillo de PBMC humanas recientes. La placa se incub6 a 37°C en
una incubadora de CO; durante 2 h y se recogieron 100 ul del medio condicional y se analizaron cuantitativamente
con respecto a la calceina liberada de células sometidas a lisis.

Las Figuras 21A y B muestran resultados de un ensayo en el que células T2 positivas a HLA-A2 se sometieron a
impulsos con diversas cantidades de péptido p53 aa264-272 para examinar la actividad de unién de proteina T2 a
dianas de péptido/MHC sobre la superficie celular. Las células cargadas con péptido se incubaron con proteina T2
(compuesta por las cadenas c264scTCR/hulL15N72D y c264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1), c264scTCR/hulgG1 o
A2AL9scTCR/IgG1 (control negativo), cada una en 83 nM. Las células se incubaron con Ab anti-TRC biotinilado
(BF1) y estreptavidina-PE. A continuacion, las células se analizaron con respecto a la tincion de anticuerpo mediante
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citometria de flujo para A y la intensidad de tincién de fluorescencia media de las células cargadas con diferentes
concentraciones de péptido se representa para B.

La Figura 22 muestra los resultados de un ELISA en el que moléculas T2 de c149scTCR/hulL15N72D y
¢c264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1 o ¢264scTCR/hulL15N72D y ¢264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1  (en el
sobrenadante de cultivo celular) se capturaron sobre placas de microvaloracion revestidas con el anticuerpo anti-
TCR humano BF1, y las moléculas T2 unidas se detectaron usando el anticuerpo anti-TCR humano W4F-BN.

La Figura 23 muestra los resultados de un ELISA en el que moléculas T2 de c149scTCR/hulL15N72D y
¢c264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1 o ¢264scTCR/hulL15N72D y ¢264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1  (en el
sobrenadante de cultivo celular) se capturaron sobre placas de microvaloracion revestidas con el anticuerpo caprino
anti-lgG humana, y las moléculas T2 unidas se detectaron usando el anticuerpo anti-IL-15 humana.

La Figura 24 muestra los resultados de un ELISA en el que moléculas T2 de c149scTCR/hulL15N72D y
¢c264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1 (en el sobrenadante de cultivo celular) se capturaron sobre placas de
microvaloracion revestidas bien con anticuerpo caprino anti-lgG humana o bien anticuerpo anti-TCR humano BF1.
Las moléculas T2 capturadas en BF1 se detectaron bien con anticuerpo anti-TCR humano W4F-BN o bien
anticuerpo anti-IL-15 humana. Las moléculas T2 capturadas en Ab caprino anti-IlgG humana se detectaron bien con
los tetrameros de péptido p53 (aa 149-157)/HLA-estreptavidina A2-HRP o los tetrameros de péptido p53 (aa 264-
272)/HLA-estreptavidina A2-HRP.

La Figura 25 muestra resultados de un ensayo de citometria de flujo en el que se caracterizaron moléculas T2 que
comprenden dos dominios de TCR diferentes, es decir las cadenas c¢264scTCR/hulL15N72D vy
¢149scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1. La actividad de Fc y TCR de estas moléculas se examiné después de la union
a células U937 que incluyen receptor de Fc-y y la deteccion con tetrameros de péptido p53 (aa 264-272)/HLA-A2
seguido por citometria de flujo.

Las Figuras 26A y B muestran los resultados de un ensayo farmacocinético en el que A. ratones o B. monos fueron
inyectados con proteina T2 purificada compuesta por las cadenas c264scTCR/hulL15N72D vy
¢c264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1. Se recogieron muestran en los momentos indicados. A. Ensayos con formato
de ELISA en los que se us6 Ab caprino anti-lgG humana para revestir los pocillos y se usé Ab anti-TCR humano
(W4F-BN) para la deteccion; o se usé Ab caprino anti-IgG humana para revestir las placas y se usé Ab anti-IL-15
humana para la deteccidon, segin se indica para cuantificar la cantidad de la proteina T2 en la sangre en los
momentos indicados. B. Se usé Ab anti-TCR humano (RF-1) para revestir los pocillos, y se us6 Ab caprino anti-lgG
humana conjugado a HRP para la deteccion; o se usd Ab anti-IL-15 humana para revestir las placas y se usé Ab
caprino anti-lgG humana conjugado a HRP para la deteccion; o se usé Ab anti-IL-15 humana para revestir las placas
y se us6 Ab anti-TCR humano (W4F-BN) para la deteccion.

La Figura 27 muestra resultados de un modelo de crecimiento tumoral primario que usa una linea celular de
melanoma A375 p53+ HLA-A2+ humana en ratones atimicos. Los ratones portadores de tumores fueron inyectados
intravenosamente con 32 ug/dosis (1,6 mg/kg) de proteina T2 compuesta por las cadenas c264scTCR/hulL15N72D
y ¢264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1, 32 pg/dosis (1,6 mg/kg) de c264scTCR/hulL2 o 60 pg/dosis (3 mg/kg) de
264scTCR/hulgG1. Se midio el crecimiento tumoral y los datos se muestran en la figura.

La Figura 28 muestra los resultados de ensayos de actividad de IL-15 de moléculas T2 con diversas mutaciones
puntuales en el dominio IL-15 segun se mide mediante proliferacion de células 32DR.

La Figura 29 muestra resultados de un ensayo de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos que usa
moléculas T2 con diversas mutaciones puntuales en los dominios IL-15 y FC de IgG segin se mide mediante lisis
dependiente de PBMC de células diana T2 cargadas con péptido.

La Figura 30 muestra resultados de un ensayo para detectar los efectos de las mutaciones en IL-15 y Fc sobre la
capacidad de las moléculas T2 para estimular respuestas de células NK y T humanas. Se incubaron PBMC
humanas a 1,8 a 5 x 10° células/ml durante 4 dias a 37°C en medio que contenia 1 nM de moléculas T2 que
comprendian las mutaciones indicadas o con 10 ng/ml de IL-2 o IL-15 humana recombinante como un control. A
continuacion, se examiné la citotoxicidad para células NK usando células K-562 sensibles a NK después del
etiqguetado con 50 ug/ml de calceina-AM.

La Figura 31 muestra resultados de un ensayo de proliferacion de células NK en el que se incubaron PBMC
humanas con moléculas T2 que comprendian diversas mutaciones puntuales en los dominios IL-15 y Fc de IgG o
con IL-2 o IL-15 humanas recombinantes como un control. Moléculas T2 que comprendian las cadenas
¢c264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1 y ¢264scTCR/hulL15N72D o aquellas con las variantes LALA y KA del dominio
Fc daban como resultado un incremento en la proliferacion de células NK CD56+ mientras que las moléculas T2 que
comprendian las sustituciones N65D o D8N de IL-15 no proporcionaban tanta actividad proliferativa de células NK.

Las Figuras 32A y B muestran resultados de ensayos de citometria de flujo para probar la union especifica para
antigeno de moléculas T2 que incluian las mutaciones en IL-15 y Fc a células T2 con (T2.265) y sin péptido p53
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cargado (T2). A muestra histogramas de citometria de flujo y B muestra la relacién sefial a ruido de la tincion celular
especifica para péptido a no especifica.

Las Figuras 33A a C muestran resultados de ensayos para detectar la actividad de diversas moléculas T2 vy
moléculas IL-15 A. para soportar el crecimiento de células 32DR, B. para estimular la expansién de diversas
poblaciones de células T y C. para estimular la actividad de células NK.

La Figura 34 muestra resultados de un ensayo in vivo para determinar la actividad inmunoestimulante de diversas
moléculas T2 en ratones segun se indica por cambios en el porcentaje de células T CD8+ y células NK en células de
sangre y bazo segun se detecta usando citometria de flujo.

Las Figuras 35A y B muestran resultados de un ELISA que usa una molécula T2 multiespecifica que comprende 1)
el dominio hulL15N72D fusionado a un scTCR especifico para el péptido procedente de los aminoacidos 257-264 de
ovalbumina y 2) un dominio CD8a/l3 conectado a la fusion hulL15RaSushi/hulgG1. La actividad de union de OT1-
CD8-T2M se comparé con la fusion OT1scTCR/hulL15N72D mediante ELISA. Se capturaron cantidades molares
iguales de cada proteina sobre un pocillo revestido con mAb anti-TCR CR (H57) y se sondaron con tetrameros de
OVA aa257-264/H-2Kb o mAb para IL15, CD8a, CD8R o TCR Va2. También se realizaron ensayos con pocillos
revestidos con anticuerpo anti-lg humana y se sondaron con anticuerpo anti-TCR Va2.

La Figura 36 A. muestra un diagrama esquematico del complejo c264scTCR/hIL-15:c264scTCR/hIL-15RaSu/birA
(dimero de c264scTCR). El modelo de los dominios hiL-15:hIL-15RaSu dimeros se basa en la estructura cristalina
publicada del complejo IL-15:IL-15Ra humano (33) (PDB 2Z3Q) B. muestra el analisis por SEC de proteinas de
fusion c264scTCR. Los paneles muestran el analisis por tamafos de c264scTCR/hIL-15 (superior), c264scTCR/hIL-
5RaSu/birA (medio) y complejo c264scTCR/hIL-15:c264scTCR/hIL-15RaSu/birA (dimero de c264scTCR) (inferior),
indicando las lineas de puntos picos de proteina relativos.

La Figura 37 muestra la caracterizacion de la actividad de union del dimero de c264scTCR que comprende el
complejo ¢c264scTCR/hIL-15:c264scTCR/hIL-15RaSu/birA y el heterodimero de c¢c264scTCR/c149scTCR que
comprende el complejo c149scTCR/hIL-15:c264scTCR/hIL-15RaSu/birA. A. Células T2 se sometieron a impulsos
con 0-62,5 nM de péptido p53 (aa264-272). Las células se tifieron con cantidades equivalentes (80 nM) de
multimeros conjugados a PE del dimero de c264scTCR o c264scTCR/birA. B. El incremento relativo en la tincion de
las células comparando dimero de c264scTCR con reactivos c264scTCR/birA se determiné a diferentes
concentraciones de péptido. Incremento en nimero de veces = (Media Geo de células T2 tefidas por dimero de
c264scTCR) / (Media Geo de células T2 tefidas por c264scTCR/birA). C. La actividad de union a péptido p53/HLA-
A*0201 del heterodimero de c264scTCR/c149scTCR se determiné mediante ELISA. Se usé anticuerpo monoclonal
contra hlL-15 (R&D System) como un anticuerpo de captura. Se usaron tetrameros A2/p53.264-272.HRP o
A2/p53.149-157 . HRP como las sondas. Los datos representan las medias + DE de determinaciones por triplicado.

La Figura 38 muestra la caracterizacion de la actividad de unién del dimero de OT1scTCR que comprende el
complejo OT1scTCR/hIL-15:0T1scTCR/hIL-15RaSu/birA. Se cargaron células EL4 con péptido de OVA (aa257-264)
y se tifieron con OT1scTCR/birA-SA-PE (superior) y dimero OT1scTCR-SA-PE (inferior) a 200 nM.

La Figura 39 muestra que el heterodimero de OTscTCR/scCD8 que comprende el complejo OT1scTCR/hIL-
15:5cCD8IhIL-15RaSu/birA exhibe una actividad de unién a pMHCI mejorada. A. La expresion en CD8 murino del
herodimero de OT1scTCR/scCD8 se determiné mediante ELISA. Se usé mAb anti-mTCR H57-597 como anticuerpo
de captura. El mAb anti-CD8 a o CD8M} murinas biotinilado se usé como una sonda seguido por SA-HRP. Los datos
representan las medias + DE de determinaciones por triplicado. B. Se cargaron células EL4 con péptido de OVA
(aa257-264) a la concentracion indicada y se tifieron con dimero de OT1scTCR-SA-PE (superior) y heterodimero de
OT1scTCR/scCD8-SA-PE (inferior) a 200 nM.

Figura 40. Proteinas de fusién que contienen heterodimeros de TCR a/R que comprenden el complejo TCRalhlIL-
15:TCRRBIhIL-15RaSu/birA retienen actividad de union a pMHCI. A. La actividad de unién de OT1scTCR/birA y
heterodimero OT1TCRa/ a complejo OVA (aa257-264)/H-2Kb se determind mediante ELISA. Se us6 mAb anti-
mTCR H57-597 como anticuerpo de captura. Se usé tetramero Kb/OVA.257-264.HRP como una sonda. B. La
actividad de unién de 264scTCR/birA y heterodimero de 264TCRa/fR a complejo p53 (aa264-272)/HLA-A *0201 se
determiné mediante ELISA. Se usé mAb anti-TCR como anticuerpo de captura. Se uso tetramero A2/p53.264-
272.HRP como una sonda. Los datos representan las medias £ DE de determinaciones por triplicado.

La Figura 41 muestra la union a IL-15 y la actividad funcional de proteinas de fusién. A. Se incubaron células 32DR
con 320 nM de los dimeros de c264scTCR que comprenden IL-15 silvestre o dominios de muteina IL-15N72D o IL-
15D8N. La union de las proteinas de fusion se detecté a su vez con Ab anti-CR de TCR humano. B. La capacidad de
los dimeros de c264scTCR que comprenden IL-15 silvestre o dominios de muteina para soportar la proliferacion de
células 32DR se determind como se describe en los Ejemplos. Los datos representan las medias + intervalo de
determinaciones por duplicado.

La Figura 42 muestra la actividad de unién a OVA (aa257-264)1H-2K" de OT1scTCR/hIL-15D8N, OT1scTCR/hIL-
15RaSu/birA y dimero de OT1scTCR determinada mediante ELISA. Se usé mAb anti-mTCR H57-597 como
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anticuerpo de captura. Se usé el tetramero Kb/OVA.257-264.HRP como una sonda. Los datos representan las
medias + DE de determinaciones por triplicado.

La Figura 43 muestra curvas de unién de proteina de fusién OT1scTCR a OVA (aa257-264)/H-2K" y complejos
VSV/H-2Kb de control determinadas mediante SPR.

La Figura 44A y B muestra resultados de un modelo de crecimiento tumoral primario usando la linea celular tumoral
B16 murina en ratones inmunocompetentes. Los ratones portadores de tumores fueron inyectados intravenosamente
con proteinas rhiL-15, T2M, T2MACH1 y T2MATCRACH1 o PBS (control). El crecimiento tumoral se midio y los
datos se muestran en A. Los cambios posteriores al tratamiento en el peso corporal de los animales se muestran en
B.

La Figura 45A y B muestra resultados de un modelo de crecimiento tumoral primario que usa la linea celular tumoral
EG7 murina en ratones inmunocompetentes. Los ratones portadores de tumores fueron inyectados
intravenosamente con proteinas rhiL-15, T2M y T2MATCRACH1 o PBS (control). El crecimiento tumoral se midio y
los datos se muestran en A. Los cambios posteriores al tratamiento en el peso corporal de los animales se muestran
en B.

La Figura 46 muestra la secuencia proteinica (SEQ ID N° 40) del dominio CH2-CH3 o el dominio Fc de IgG1
humana covalentemente y/o genéticamente fusionado con otros dominios proteinicos para generar los complejos de
proteinas de fusion.

La Figura 47 muestra resultados de un ensayo para determinar la actividad de toxicidad celular dependiente de
anticuerpos mediada por proteinas T2M y scTCR-hulgG1 contra células que expresan dianas de péptido/MHC.
Diversas cantidades de proteina de fusion (T2M, T2M2 o ¢264scTCR-lg) se mezclaron con PBMC humanas
recientes y células T2 positivas a HLA-A2 con impulsos de péptido (marcadas con calceina) (relacion E:T, 40:1).
Después de una incubacién de 2 h, el medio de cultivo se recogio y se analizé cuantitativamente con respecto a la
calceina liberada de células sometidas a lisis.

La Figura 48 muestra resultados de ensayos in vivo para determinar la actividad inmunoestimulante de diversas
moléculas T2 en ratones. Ratones C57BL/6 se trataron i.v. con dosis de IL-15 equivalentes molares de hiL-15 (1
mg/kg), IL15N72D:IL15Ra-Fc (3,6 mg/kg), T2M (11 mg/kg), T2M2 (10 mg/kg) o un volumen equivalente de PBS el
dia 1 del estudio. El dia 4 del estudio, los ratones fueron sacrificados y se determinaron los recuentos de WBC en
sangre y los pesos de los bazos segin se muestra en el Panel A. Los cambios en el porcentaje de células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) CD8" y NKp46® valoraron mediante citometria de flujo segin se
muestra en el Panel B. Las PBMC también se usaron para valorar la actividad de células NK basada en la lisis de
células diana Yac-1 sensibles a NK en un ensayo de liberacién de calceina segun se muestra en el Panel C.

La Figura 49 muestra resultados de ensayos in vivo para determinar la dosis y las respuestas temporales de
diversas moléculas T2 sobre la actividad inmunitaria en ratones. A. Ratones C57BL/6 fueron tratados i.v. con dosis
de IL-15 equivalentes molares de hIL-15 (1 mg/kg), IL15N72D:IL15Ra-Fc (4 mg/kg), T2M2 (diversas dosis) o un
volumen equivalente de PBS el dia 1 del estudio. El dia 4 del estudio 4, se valoré el porcentaje de células PBMC
CD8" y NKp46" mediante citometria de flujo. B. Ratones atimicos fueron tratados i.v. con IL15N72D/IL15Ra-Fc (0,2
mg/kg) o T2M2 (2 mg/kg) el dia 1 del estudio. El dia 4 y 7 después del tratamiento, se valoro el porcentaje de células
PBMC NKp46* mediante citometria de flujo.

La Figura 50 muestra resultados de un modelo de crecimiento tumoral primario que usa una linea celular de
melanoma A375 p53+ HLA-A2+ humana en ratones atimicos. A. Células tumorales de melanoma humano A375 (1 x
10°) se inyectaron s.c. en ratones atimicos (5-6/grupo). Se dejé que los tumores se establecieran y los ratones se
trataron i.v. con dosis molares equivalentes de IL-15 (0,35 mg/kg), fusiones scTCR-IL15 (1,6 mg/kg), complejo
scTCR-IL15/scTCR-IL15Ra (3,2 mg/kg) o PBS. Los ratones se trataron tres veces a la semana durante tres
semanas empezando el dia 11 del estudio. B. Ratones atimicos portadores de tumores A375 también se trataron i.v.
con 4 mg/kg de T2M como en A. C. Ratones atimicos portadores de tumores A375 se trataron i.v. con dosis molares
equivalentes de IL-15 (0,2 mg/kg), T2M2 (2 mg/kg) o PBS. Los tumores se midieron cada dos dias y se
representaron los voliumenes de los tumores.

La Figura 51 muestra la secuencia de acido nucleico de la construccion c264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1 CH2-
CH3 (Fc) (también denominada T2MATCRACH1 y T2M2) (SEQ ID N°: 41).

La Figura 52 muestra la secuencia proteinica de la proteina de fusidon c264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1 CH2-CH3
(Fc) madura (también denominada T2MATCRACH1 y T2M2) (SEQ ID N°; 42).

La Figura 53 muestra la secuencia de acido nucleico de la construccion scAb anti-CD20/hIL-15N72D (SEQ ID N°:
43).

La Figura 54 muestra la secuencia proteinica de la proteina de fusion scAb anti-CD20/hIL-15N72D madura (SEQ ID
N°: 44).
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La Figura 55 muestra la secuencia de acido nucleico de la construccion scAb anti-CD20/hulL-15RaSu/hulgG1 Fc
(SEQ ID N°: 45).

La Figura 56 muestra la secuencia proteinica de la proteina de fusion scAb anti-CD20/hulL-15RaSu/hulgG1 Fc
madura (SEQ ID N°: 46).

La Figura 57 muestra resultados de ensayos de citometria de flujo para probar la unién especifica para el antigeno
CD20 de moléculas T2M scAb anti-CD20 a células de Daudi.

La Figura 58 muestra resultados de un ensayo para determinar la actividad citotoxica celular dependiente de
anticuerpos mediada por scAb anti-CD20 T2M contra células tumorales humanas CD20". Diversas cantidades de
proteina de fusién (scAb anti-CD20 T2M, c264scTCR T2M (control negativo) o mAb anti-CD20 quimérico (control
positivo)) se mezclaron con PBMC humanas recientes (procedentes de 2 donantes diferentes) y células de Daudi
(marcadas con calceina) (relacion E:T, 100:1). Después de un periodo de incubacion, el medio de cultivo se recogio
y se analizé cuantitativamente con respecto a la calceina liberada de las células sometidas a lisis.

La Figura 59 muestra resultados de un ensayo para determinar la actividad citotoxica celular dependiente de
anticuerpos mediada por scAb anti-CD20 T2M contra células tumorales humanas CD20". Las proteinas de fusion
(scAb anti-CD20 T2M, c264scTCR T2M (control negativo) o mAb anti-CD20 quimérico (control positivo)) se
mezclaron con diversas cantidades de PBMC humanas recientes (procedentes de 2 donantes diferentes) y células
de Daudi (marcadas con calceina). Después de un periodo de incubacion, el medio de cultivo se recogio y se analizé
cuantitativamente con respecto a la calceina liberada de células sometidas a lisis.

La Figura 60 muestra la secuencia de acido nucleico de la construccion dominio de cadena ligera V de anti-
CD20/domino constante kK humano/hIL-15N72D (SEQ ID N°: 47).

La Figura 61 muestra la secuencia proteinica de la proteina de fusion dominio de cadena ligera V de anti-
CD20/domino constante k humano/hlL-15N72D madura (SEQ ID N°: 48).

La Figura 62 muestra la secuencia de acido nucleico de la construccion dominio de cadena ligera V de anti-
CD20/dominio CH1 de IgG1 humana/hulL-15RaSu/hulgG1 Fc (SEQ ID N°; 49).

La Figura 63 muestra la secuencia proteinica de la proteina de fusién dominio de cadena ligera V de anti-CD20/
dominio CH1 de IgG1 humana/hulL-15RaSu/hulgG1 Fc madura (SEQ ID N°; 50).

La Figura 64 es un dibujo esquematico del complejo IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc que consiste en IL-15N72D asociado
no covalentemente con la proteina de fusién IL-15RaSu/Fc dimera.

La Figura 65 (A - D) son fotografias de perfiles de analisis de electroforesis en gel de preparaciones de IL-
15N72D:IL-15RaSu/Fc. (A) Andlisis en gel IEF pH 3-10. Carril 1, Marcador de IEF. Carril 2, complejo IL-15N72D:IL-
15RaSu/Fc purificado mediante columna rProtein A. Carril 3, IL-15RaSu/Fc. Carril 4, IL-15wt. (B) Analisis en gel IEF
pH3-10. Carril 1, Marcador de IEF. Carril 2, complejo IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc purificado mediante elucién con la
etapa Q 1. Carril 3, Q1c mediante elucién con la etapa Q 2. Carril 4, Q2c mediante elucién con la etapa Q 2. (C)
Analisis por SDS-PAGE (reducido). Carril 1, Marcador del PM. Carril 2, complejo IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc purificado
mediante columna rProtein A. Carril 3, IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc (Q2c) mediante elucién con la etapa Q 2. Carril 4,
IL-15RaSu/Fc (a partir del flujo pasante Q). (D) Analisis por SDS-PAGE (reducido) que muestra desglicosilacién de
proteinas. Carril 1, Marcadores del PM. Los Carriles 2 y 3 muestran proteina IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc digerida con
N-Glycosidase F y no digerida, respectivamente. Carril 4, IL-15wt.

La Figura 66 es una grafica de un cromatograma de SEC que usa una columna de filtracién en gel Superdex 200 HR
10/30. El complejo IL-15N72D:IL-15Ra/Fc purificado se eluyé como un solo pico.

La Figura 67 es una grafica que muestra una comparacion del perfil farmacocinético de IL-15wt y el complejo IL-
15N72D:IL-15RaSu/Fc después de la administracion intravenosa en ratones CD-1. El ELISA de Ab anti-IL-15 mide la
concentracion de IL-15wt (W). El ELISA de Ab anti-IL-15 mide la concentraciéon de la molécula de IL-15N72D:IL-
15RaSu/Fc intacta (A), mientras que el ELISA de Ab anti-Fc de IgG humana mide la concentracion sérica de la
proteina de fusion IL-15RaSu/Fc (v). Las concentraciones observadas se representan mediante simbolos y las
curvas ajustadas al modelo se representan mediante lineas.

La Figura 68 es una grafica que muestra una comparacion de la actividad bioldgica de la IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc
(IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc IVA) ensamblada in vitro con IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc. Se incubaron células 32DR con
concentraciones crecientes de las IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc (W) o IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc (O) ensambladas in
vitro durante 72 h antes de la adiciéon de WST-1 durante 4 h. La proliferacién celular se cuantificé mediante lectura
de la absorbancia a 440 nm para valorar los niveles de formazano. Los puntos de datos mostrados son medias (+
error estandar) de muestras por triplicado y las lineas representan una curva sigmoidea de respuesta a la dosis
ajustada para la determinacion de ECsy. Los resultados son representativos de al menos tres experimentos.
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La Figura 69 es un conjunto de graficas que muestran el efecto de IL-15wt y el complejo IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc
sobre el peso del bazo y los niveles de glébulos blancos. Ratones C57BL/6 (5 ratones por grupo) fueron inyectados
intravenosamente con una sola dosis de complejo de fusion IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc en 1 mg/kg, IL-15wt en 0,28
mg/kg (dosis molar equivalente) o PBS como un control negativo. Los pesos de los bazos (panel izquierdo) y los
recuentos de glébulos blancos en sangre (panel derecho) se determinaron 4 dias después de la inyeccion. Las
barras representan la media + error estandar (n = 5). * P > 0,05 en comparacion con PBS e IL-15wt. Los resultados
son representativos de al menos dos experimentos.

La Figura 70 es un conjunto de graficas que muestran el efecto de IL-15wt y el complejo IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc
sobre linfocitos de ratén. Ratones C57BL/6 (5 ratones por grupo) fueron inyectados intravenosamente con una sola
dosis de complejo de fusion IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc en 1 mg/kg, IL-15wt en 0,28 mg/kg (dosis molar equivalente) o
PBS como un control negativo. El porcentaje de células B (CD19), células T CD4 (CD4), células NK (NKp46) y
células T CD8 (CD8) se determind en esplenocitos (panel izquierdo: media + error estandar (n = 5)) y PBMC (panel
derecho: niveles en sangre agrupada (n = 5)) 4 dias después de la inyeccion. * P> 0,05 en comparacion con PBS, **
P > 0,05 en comparacioén con IL-15wt. Los resultados son representativos de al menos dos experimentos.

Descripcion detallada y realizaciones preferidas
Definiciones

Se proporcionan las siguientes definiciones para términos especificos que se usan en la siguiente descripcion
escrita.

Segun se usa en la presente, el término "que comprende" esta destinado a significar que las composiciones y los
métodos incluyen los elementos citados, pero no excluyen otros elementos. "Que consiste esencialmente en",
cuando se usa para definir composiciones y métodos, significara excluir otros elementos de cualquier significacion
esencial para la combinacién. Asi, una composicién que consiste esencialmente en los elementos que se definen en
la presente no excluiria oligocontaminantes del método de aislamiento y purificacion y vehiculos farmacéuticamente
aceptables, tales como solucién salina tamponada con fosfato, conservantes y similares. "Que consiste en" significa
excluir mas que oligoelementos de otros ingredientes y etapas del método sustanciales para administrar las
composiciones de esta invencién. Realizaciones definidas por cada uno de estos términos de transicion estan dentro
del alcance de esta invencion.

Segun se usa en la presente, el término "complejo de proteinas de fusion IL-15:IL-15Ra" es un complejo que tiene
IL-15 unida no covalentemente al dominio IL-15Ra de un IL-15Ra soluble conectado covalentemente a un
polipéptido biolégicamente activo. La IL-15 puede ser bien IL-15 o bien IL-15 conectada covalentemente a un
segundo polipéptido biolégicamente activo.

Segun se usa en la presente, el término "coexpresado” esta destinado a significar que dos polipéptidos distintos se
expresan simultaneamente en una célula hospedadora de modo que los dos polipéptidos pueden interactuar o
unirse bien en la célula hospedadora o bien en el medio de cultivo de la célula hospedadora y formar un complejo.

Segun se usa en la presente, el término "reactivo de afinidad" esta destinado a significar cualquier composicion que
se una especificamente a otra molécula. Ejemplos de reactivos de afinidad incluyen anticuerpos policlonales,
anticuerpos monoclonales, proteina A y proteina G. Un "anticuerpo" es cualquier inmunoglobulina, incluyendo
anticuerpos y fragmentos de los mismos, que se una a un epitopo especifico. El término abarca anticuerpos
policlonales, monoclonales, quiméricos, Fab, Fv, monocatenarios y disefios sencillos o multiples de cadena variable
de inmunoglobulina o dominio de CDR asi como anticuerpos biespecificos y multiespecificos.

Por el término "antigeno”, seglin se usa en la presente, se entiende cualquier sustancia que haga que el sistema
inmunitario produzca anticuerpos o respuestas inmunitarias mediadas por células especificas contra ella. Un
antigeno asociado a una enfermedad es cualquier sustancia que esté asociada con cualquier enfermedad que haga
que el sistema inmunitario produzca anticuerpos o una respuesta mediada por células especificas contra ella.

Se entiende que el término "polipéptido biolégicamente activo”, segin se usa en la presente, se refiere a una
secuencia de aminoacidos tal como una proteina, un polipéptido o un péptido; un azutcar o un polisacarido; un lipido
o un glicolipido, una glicoproteina o una lipoproteina que pueda producir los efectos deseados segun se analiza en
la presente, incluyendo un TCR o un anticuerpo con actividad de unién a antigeno, una molécula de CD incluyendo
CD8 o un dominio de anticuerpo incluyendo un dominio Fc.

Se entiende que el término "célula", segln se usa en la presente, incluye cualquier célula primaria procariotica,
eucariotica o linea celular inmortalizada, cualquier grupo de tales células como en un tejido o un o6rgano.
Preferiblemente, las células son de mamifero y particularmente de origen humano, y pueden estar infectadas por
uno o mas patogenos. Una "célula hospedadora”, segun la invencién, puede se una célula transfectada,
transformada, transducida o infectada de cualquier origen, incluyendo células procarioticas, eucariodticas, de
mamifero, aviares, de insecto, de planta o de bacteria, o pueden ser células de cualquier origen que se pueden usar
para propagar un acido nucleico descrito en la presente.
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Se entiende que el término "molécula conjugada”, segun se usa en la presente, se refiere a una molécula de TCR o
anticuerpo y una molécula efectora, habitualmente una molécula quimica o sintetizada conectada (es decir
fusionada) covalentemente mediante un método quimico u otro adecuado. Si se desea, la molécula conjugada se
puede fusionar en uno o varios sitios a través de una secuencia conectora de péptidos o una molécula portadora.
Alternativamente, el conector de péptidos o portador se puede usar para ayudar en la construccion de la molécula
conjugada. Moléculas conjugadas especificamente preferidas son toxinas o etiquetas detectables conjugadas.

Se entiende que el término "molécula efectora”, segun se usa en la presente, se refiere a una secuencia de
aminoacidos tal como una proteina, un polipéptido o un péptido; un azicar o un polisacarido; un lipido o un
glicolipido, una glicoproteina, una lipoproteina o un agente quimico que puede producir los efectos deseados segun
se analiza en la presente, incluyendo un dominio IL-15, una variante de IL-15 o un receptor de IL-15 tal como IL-
15R-a, IL-15RaSu, supresion del exén 3 de IL-15Ra, IL-2R- o y-C, o fragmentos funcionales de los mismos y tales
polipéptidos que también comprenden un dominio Fc de inmunoglobulina o un fragmento funcional del mismo.

Los términos "molécula de fusion" y "proteina de fusion" se usan intercambiablemente y se entiende que se refieren
a un polipéptido bioldgicamente activo, habitualmente un TCR o un anticuerpo, y una molécula efectora,
habitualmente una secuencia proteinica o peptidica conectada (es decir fusionada) covalentemente mediante un
método recombinante, quimico u otro adecuado. Si se desea, la molécula de fusiéon puede estar fusionada en uno o
varios sitios a través de una secuencia conectora de péptidos. Alternativamente, el conector de péptidos se puede
usar para ayudar en la construccion de la molécula de fusion. Especificamente, las moléculas de fusion preferidas
son proteinas de fusion. Generalmente, la molécula de fusién también puede estar comprendida por moléculas
conjugadas.

Se entiende que el término "célula hospedadora” se refiere a cualquier célula procariética o eucaridtica que contenga
bien un vector de clonacién o bien un vector de expresion. Este término también incluye las células procariéticas o
eucaridticas que se han manipulado genéticamente para contener el gen o los genes clonados en el cromosoma o
genoma de la célula hospedadora.

Se entiende que el término "respuesta inmunitaria”, segun se usa en la presente, se refiere al proceso por el que las
células inmunitarias se estimulan y/o se incorporan desde la sangre a tejidos linfoides asi como no linfoides a través
de un proceso multifactorial que implica distintas etapas adhesivas y/o de activacién. Las condiciones de activacion
provocan la liberacién de citocinas, factores de crecimiento, quimiocinas y otros factores, la expresion regulada al
alza de moléculas de adhesion y otras de activacion sobre las células inmunitarias, promueven la adherencia,
cambios morfoldgicos y/o extravasacion simultaneos con quimiotaxis a través de los tejidos, incrementan la
proliferacion y la actividad citotdxica, estimulan la presentacion de antigenos y proporcionan otros cambios
fenotipicos incluyendo generacion de tipos de células de memoria. Se entiende que respuesta inmunitaria también
se refiere a la actividad de células inmunitarias para suprimir o regular la actividad inflamatoria o citotdxica de otras
células inmunitarias. Respuesta inmunitaria se refiere a la actividad de células inmunitarias in vivo o in vitro.

Segin se usa en la presente, los términos "polinucledtido" y "molécula de &acido nucleico" se usan
intercambiablemente para referirse a formas poliméricas de nucleétidos de cualquier longitud. Los polinucleétidos
pueden contener desoxirribonucleétidos, ribonucleotidos y/o sus analogos. Los nucleétidos pueden tener cualquier
estructura tridimensional, y pueden realizar cualquier funcion, conocida o desconocida.

El término "polinucledtido” incluye, por ejemplo, moléculas de una sola hebra, de doble hebra o de triple hélice, un
gen o un fragmento génico, exones, intrones, MARN, tARN, rARN, ribozimas, moléculas antisentido, cADN,
polinucleétidos recombinantes, polinucledtidos ramificados, aptameros, plasmidos, vectores, ADN aislado de
cualquier secuencia, ARN aislado de cualquier secuencia, sondas de acido nucleico y cebadores. Una molécula de
acido nucleico también pude comprender moléculas de acido nucleico modificadas (p. €j., que comprenden bases
modificadas, azlcares y/o conectores internucleotidicos).

Se entiende que el término "polipéptido” se refiere a cualquier polimero que consista preferiblemente esencialmente
en cualquiera de los 20 aminoacidos naturales independientemente de su tamafo. Aunque a menudo se usa el
término "proteina" con referencia a proteinas relativamente grandes y a menudo se usa "péptido" con referencia a
polipéptidos pequefios, el uso de estos términos a menudo se solapa en la especialidad. El término "polipéptido" se
refiere generalmente a proteinas, polipéptidos y péptidos a menos que se apunte otra cosas. Los péptidos utiles
segun la presente invencion en general estaran generalmente entre aproximadamente 0,1 y 100 KD o mas hasta
aproximadamente 1.000 KD, preferiblemente entre aproximadamente 0,1, 0,2, 0,5, 1, 2, 5, 10, 20, 30 y 50 KD segun
se juzga mediante técnicas de dimensionamiento de moléculas estandar tales como centrifugacion o electroforesis
en gel de poliacrilamida en presencia de SDS.

Se entiende que los términos "previene", "prevenir”, "prevencion”, "tratamiento profilactico" y similares se refieren a
reducir la probabilidad de desarrollar un trastorno o afecciéon en un sujeto, que no tiene, pero con riesgo de o
sensible a desarrollar un trastorno o una afeccién. Prevencion y similares no significan prevenir para siempre que un
sujeto contraiga la enfermedad o el trastorno especificos. La prevencion puede requerir la administracion de
multiples dosis. Prevencion puede incluir la prevencion de una recaida de una enfermedad en un sujeto para el que
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todos los sintomas de enfermedad se eliminaban, o la prevencién de una recaida en una enfermedad recidivante-
remitente.

Se entiende que el término "anticuerpo monocatenario” se refiere a un anticuerpo basado en un formato
monocatenario. Los anticuerpos monocatenarios pueden consistir en la subunidad de unién minima de los
anticuerpos. Los anticuerpos monocatenarios pueden combinar sélo las regiones de union a antigeno (p. €j., todas o
algunas de las regiones determinantes del complemento, CDR, presentes en la region variable de cadena pesada
y/o la region variable de cadena ligera) de anticuerpos o una sola cadena de polipéptido plegada establemente.
Como tales, los anticuerpos monocatenarios son de un tamafo considerablemente menor que las inmunoglobulinas
clasicas pero retienen las propiedades de unién especificas para un antigeno de los anticuerpos. Los anticuerpos
monocatenarios pueden estar conectados a una amplia gama de ligandos, por ejemplo moléculas efectoras o
conjugados de farmacos.

Por el término "soluble", segln se usa en la presente, se entiende que la molécula de fusién y particularmente una
proteina de fusidbn no se sedimenta facilmente bajo centrifugacion de baja fuerza G (p. e€j. menos de
aproximadamente 30.000 revoluciones por minuto en una centrifuga estandar) desde un tampdn acuoso, p. €j., un
medio celular. Ademas, la molécula de fusion es soluble si permanece en solucidén acuosa a una temperatura mayor
de aproximadamente 5-37°C y a pH neutro o cerca de neutro en presencia de concentracién baja o sin
concentracion de un detergente aniénico o no iénico. Bajo estas condiciones, una proteina soluble tendra a menudo
un bajo valor de sedimentacion, p. ej., menor de aproximadamente 10 a 50 unidades de Svedberg.

Las soluciones acuosas mencionadas en la presente tienen tipicamente un compuesto tamponador para establecer
el pH, tipicamente dentro de un intervalo de pH de aproximadamente 5-9, y un intervalo de fuerza idnica entre
aproximadamente 2 mM y 500 mM. A veces, se afiade un inhibidor de proteasa o un detergente no i6nico suave.
Adicionalmente, se puede afadir una proteina portadora si se desea, tal como albdmina de suero bovino (BSA, por
sus siglas en inglés) hasta unos pocos mg/ml. Tampones acuosos ejemplares incluyen solucion salina tamponada
con fosfato estandar, solucion salina tamponada con Tris u otros tampones y formulaciones de medio celular bien
conocidos.

Se entiende que el término "estimular" o "estimulacién" se refiere a incrementar, a amplificar, a aumentar, a reforzar
una actividad fisiologica, p. ej., una respuesta inmunitaria. La estimulacion puede ser una alteracién positiva. Un
incremento ejemplar puede ser, p. €j., en 5%, 10%, 25%, 50%, 75% o incluso 90-100%. Otros incrementos
ejemplares incluyen 2 veces, 5 veces, 10 veces, 20 veces, 40 veces o incluso 100 veces. Se entiende que el término
"suprimir" o "supresion" se refiere a reducir, a atenuar, a disminuir, a detener o a estabilizar una actividad fisiologica,
p. €j., una respuesta inmunitaria. La supresion puede ser una alteracion negativa. Una reduccion ejemplar puede
ser, p. €j., en 5%, 10%, 25%, 50%, 75% o incluso 90-100%. Reducciones ejemplares incluyen 2 veces, 5 veces, 10
veces, 20 veces, 40 veces o incluso 100 veces.

Se entiende que el término "receptor de células T" (TCR, por sus siglas en inglés) se refiere a polipéptidos de o
derivados de un complejo de proteinas membranarias integrales que participa en la activacion de células T en
respuesta a la presentacion de antigeno. En algunos casos, las células T reconocen un enlace peptidico con el
producto de MHC a través del receptor de células T (TRC) heterodimero all o yo. El repertorio de TCR ha creado
una amplia diversidad mediante los mismos mecanismos de reordenaciéon génica usados en genes de cadena
pesada y ligera de anticuerpos [Tonegawa, S. (1988) Biosci. Rep. 8:3-26]. La mayoria de la diversidad se genera en
las juntas de las regiones variable (V) y de empalme (J) (o diversidad, D) que codifican la region determinante de la
complementariedad 3 (CDR3, por sus siglas en inglés) de las cadena a y R [Davis y Bjorkman (1988) Nature
334:395-402]. Sin embargo, los TCR no sufren mutaciones puntuales somaticas como lo hacen los anticuerpos, y
quizas no coincidentemente. Los TCR tampoco sufren la misma amplitud de maduraciéon de afinidad como
anticuerpos. Los TCR, segun se presentan en la naturaleza, parecen tener afinidades que varian de 10° a 10’ M,
mientras que los anticuerpos tipicamente tienen afinidades que varian de 10° a 10° M’ [Davis y cols. (1998) Annu.
Rev. Immunol. 16:523-544; Eisen y cols. (1996) Adv. Protein Chem. 49: 1-56]. Aunque la ausencia de mutacion
somatica en TCR se puede asociar con bajas afinidades, también se ha argumentado que no hay una ventaja
selectiva para que un TCR tenga una afinidad superior. De hecho, los modelos de desencadenamiento en serie
[Valitutti y cols. (1995) Nature 375:148-151] y cotejo cinético [Rabinowitz y cols. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
93:1401-1405] de activacion de células T sugieren ambos que las disociaciones mas prolongadas (asociadas con
mayor afinidad) serian perjudiciales para el proceso de sefalizacion. También es posible que los TCR de afinidad
superior no puedan mantener la especificidad peptidica requerida para respuestas de células T. Por ejemplo, los
péptidos unidos dentro de la hendidura del MHC presentan una superficie accesible limitada [Bjorkman, P. J. (1997)
Cell 89:167-170], lo que a su vez puede limitar la cantidad de energia que se puede generar con la interaccion. Por
otra parte, elevar la afinidad de un TCR al dirigir la energia hacia las hélices del MHC conduciria presumiblemente a
la supresion timica durante la eleccion negativa [Bevan, M. J. (1997) Immunity 7: 175-178]. El término "TCR" abarca
receptores de células T policlonales, monoclonales, quiméricos, humanizados, heterodimeros y monocatenarios o un
fragmento funcional de los mismos, incluyendo una molécula que comprende los dominios Va y Vi del TCR. El
término "TCR" también abarca receptores de células T divulgados, por ejemplo, en la Solicitud Provisional de EE.
UU. titulada "T CELL RECEPTOR FUSIONS AND CONJUGATES AND METHODS OF USE THEREOF",
presentada el 19 de marzo de 2008 y la Publicacion de Patente de EE. UU. 20030144474.
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El término "vector" es una molécula de acido nucleico que es capaz de replicarse autbnomamente en una célula
hospedadora y puede aceptar ADN extrafio. Un vector soporta su propio origen de replicaciéon, uno o mas sitios de
reconocimiento Unicos para endonucleasas de restriccion que se pueden usar para la insercion de ADN extrafio, y
habitualmente marcadores seleccionables tales como genes que codifican resistencia a anticuerpos, y a menudo
secuencias de reconocimiento (p. ej. promotor) para la expresion del ADN insertado. Vectores comunes incluyen
vectores plasmidicos y vectores fagicos.

Se entiende que los términos "dominio Fc" o "region Fc" se refieren a la regidn "cristalizable en fragmentos” de la
cadena pesada de inmunoglobulina. Generalmente, un dominio Fc es capaz de interactuar con un segundo dominio
Fc para formar un complejo dimero. El dominio Fc puede ser capaz de unirse a receptores de la superficie celular
llamados receptores de Fc y/o proteinas del sistema del complemento o se pueden modificar para reducir o
aumentar estas actividades de unién. El dominio Fc se puede derivar de isotipos de anticuerpo 1gG, IgA, IgD, IgM o
IgE y afectan a la actividad inmunitaria incluyendo opsonizacion, lisis celular, desgranulacién de mastocitos,
baséfilos y eosindfilos, y otros procesos dependientes de receptores de Fc; activacion de la ruta del complemento; y
estabilidad de proteinas in vivo.

Las abreviaturas usadas son: IgG, inmunoglobulina; h, humana; IL, interleucina; R, receptor; Su, dominio sushi;
TCR, receptor de células T; sc, monocatenario; sTNFR, receptor de factor de necrosis tumoral a (TNF-a) soluble;
NK, asesina natural; KD, constante de disociacion en equilibrio; CTL, linfocitos T citotdxicos; aa, aminoacido(s);
OVA, ovalbumina; VSV, virus de estomatitis vesicular; IMDM, medio de Dulbecco modificado de Iscove; CHO, ovario
de hamster chino; mAb, anticuerpo monoclonal; 32m, microglobulina 32; SA, estreptavidina; HRP, peroxidasa de
rabano picante; PE, ficoeritrina; ABTS, sal diamoénica de 2,2'-azinobis[acido 3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico]; PLE,
mejorador de la carga de péptido; c264scTCR, TCR monocatenario soluble especifico para complejo de péptido p53
humano (aa264-272)/HLA-A*0201; c¢149scTCR, TCR monocatenario soluble especifico para complejo de p53
humano (aa149-157)/HLA-A*0201; OT1scTCR, TCR monocatenario soluble especifico para complejo de péptido de
OVA (aa257-264)/H-2Kb; SEC, cromatografia de exclusién por tamafo; pMHCI, péptido/MHC clase |I; SPR,
resonancia de plasmones superficiales; PM, peso molecular; m, murino; A, absorbancia; RU, unidades de respuesta.

Se entiende que los intervalos proporcionados en la presente se pueden acortar para todos los valores dentro del
intervalo. Por ejemplo, se entiende que un intervalo de 1 a 50 incluye cualquier nUmero, combinacién de nimeros o
subintervalo del grupo que consiste en 1, 2, 3, 4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 0 50.

Se entiende que "mas de uno"es 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 40, 50, 100,
etc., o cualquier valor entre los mismos. Se entiende que "al menos" un valor especifico es ese valor y todos los
valores mayores que ese valor.

A menos que se indique especificamente o sea obvio a partir del contexto, segun se usa en la presente, se entiende

que el término "o0" es inclusivo.

A menos que se indique especificamente o sea obvio a partir del contexto, seguin se usa en la presente, se entiende
que los términos "un”, "uno(a)" y "el(la)" son singulares o plurales. A menos que se indique especificamente o sea
obvio a partir del contexto, segun se usa en la presente, se entiende que el término "aproximadamente" esta dentro
de un intervalo de tolerancia normal en la técnica, por ejemplo dentro de 2 desviaciones estandar de la media.
Aproximadamente se puede entender como dentro de 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%,
0,05% o 0,01% del valor indicado. A menos que esté clara otra cosa a partir del contexto, todos los valores
numeéricos proporcionados en la presente se pueden modificar mediante el término aproximadamente. La cita de una
lista de grupos quimicos en cualquier definicion de una variable en la presente incluye definiciones de esa variable
como cualquier grupo simple o combinacion de los grupos listados. La cita de una realizacion para una variable o un
aspecto en la presente incluye esa realizacion como cualquier realizacion simple o en combinacién con cualesquiera
otras realizaciones o porciones de la misma.

Cualesquiera composiciones o métodos proporcionados en la presente se pueden combinar con uno o mas de
cualquiera de las otras composiciones y métodos proporcionados en la presente.

Dominio Fc

Las inmunoglobulinas de la clase IgG estan entre las proteinas mas abundantes en la sangre humana. Sus
semividas en circulacién pueden alcanzar tanto como 21 dias. Se han presentado proteinas de fusién para combinar
las regiones Fc de IgG con los dominios de otra proteina, tal como diversas citocinas y receptores solubles (véanse,
por ejemplo, Capon y cols., Nature, 337:525-531, 1989; Chamow y cols., Trends Biotechnol., 14:52-60, 1996); Pat.
EE. UU. N° 5.116.964 y 5.541.087). La proteina de fusion prototipica es una proteina homodimera conectada a
través de residuos de cisteina en la region de bisagra de Fc de IgG, dando como resultado una molécula similar a
una molécula de IgG sin los dominios variable de cadena pesada y Cu1 y las cadenas ligeras. La naturaleza dimera
de proteinas de fusion que comprenden el dominio Fc puede ser ventajosa para proporcionar interacciones de orden
superior (es decir uniéon bivalente o biespecifica) con otras moléculas. Debido a la homologia estructural, las
proteinas de fusion de Fc exhiben un perfil farmacocinético in vivo comparable al de IgG humana con un isotipo
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similar. Para prolongar la semivida en circulacién de IL-15 o proteina de fusién de IL-15 y/o para incrementar su
actividad bioldgica, es deseable elaborar complejos de proteinas de fusion que contengan el dominio de IL-15 unido
no covalentemente a IL-15Ra conectado covalentemente a la porcion Fc de la proteina de IgG de cadena pesada
humana segun se divulga o se describe en esta invencion.

El término "Fc" se refiere a una molécula o secuencia que comprende la secuencia de un fragmento que no se une a
antigeno de un anticuerpo entero, ya sea en forma monémera o multimera. La fuente de inmunoglobulina original del
Fc natural es preferiblemente de origen humano y puede ser cualquiera de las inmunoglobulinas, aunque se
prefieren 1gG1 e 1gG2. Los Fc naturales estan constituidos por polipéptidos monémeros que pueden estar
conectados en formas dimeras o multimeras mediante asociacion covalente (es decir, enlaces disulfuro) y no
covalente. El nimero de enlaces disulfuro intermoleculares entre subunidades mondémeras de moléculas de Fc
naturales varia de 1 a 4 dependiendo de la clase (p. €j., 1gG, IgA, IgE) o subclase (p. €j., 1IgG1, 19G2, IgG3, IgA1,
IgGA2). Un ejemplo de un Fc natural es un dimero unido por disulfuro que resulta de la digestion con papaina de
una IgG (véase Ellison y cols. (1982), Nucleic Acids Res. 10: 4071-9). El término "Fc natural”, segin se usa en la
presente, es genérico para las formas mondmeras, dimeras y multimeras. Los dominios Fc contienen sitios de union
para proteina A, proteina G, diversos receptores de Fc y proteinas del complemento.

En algunas realizaciones, el término "variante de Fc" se refiere a una molécula o secuencia que esta modificada a
partir de un Fc natural pero todavia comprende un sitio de unién para el receptor de rescate, FcRn. Las solicitudes
internacionales WO 97/34631 (publicada el 25 de septiembre de 1997) y WO 96/32478 describen variantes de Fc
ejemplares, asi como la interaccion con el receptor de rescate. Asi, el término "variante de Fc" comprende una
molécula o secuencia que estd humanizada a partir de un Fc natural no humano. Por otra parte, un Fc natural
comprende sitios que se pueden retirar debido a que proporcionan caracteristicas estructurales o actividad biolégica
que no se requieren para las moléculas de fusién de la presente invencion. Asi, en ciertas realizaciones, el término
"variante de Fc" comprende una molécula o secuencia que carece de uno o mas sitios o residuos de Fc natural que
afectan a o estan implicados en (1) formacién de enlaces disulfuro, (2) incompatibilidad con una célula hospedadora
seleccionada, (3) heterogeneidad N-terminal al expresarse en una célula hospedadora seleccionada, (4)
glicosilacion, (5) interaccion con el complemento, (6) unién a un receptor de Fc distinto a un receptor de rescate o (7)
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC, por sus siglas en inglés). Las variantes de Fc se describen
con mas detalle posteriormente en la presente.

El término "dominio Fc" abarca moléculas y secuencias de Fc natural y variantes de Fc como las definidas
anteriormente. Como con las variantes de Fc y los Fc naturales, el término "dominio Fc" incluye moléculas en forma
mondémera o multimera, ya sea digeridas a partir de anticuerpo entero o producidas mediante expresion de genes
recombinantes o por otros medios.

Receptores de células T (TCR)

Las células T son un subgrupo de células que junto con otros tipos de células inmunitarias (polimorfonucleares,
eosinofilos, basofilos, mastocitos, células B, células NK) constituyen el componente celular del sistema inmunitario.
Bajo condiciones fisioldgicas, las células T funcionan en la vigilancia inmunitaria y en la eliminacion de un antigeno
extrafio. Sin embargo, bajo condiciones patoldgicas, hay una evidencia convincente de que las células T representan
un papel principal en la provocacién y la propagacion de una enfermedad. En estos trastornos, el fracaso de la
tolerancia inmunolégica de las células T, ya sea central o periférico, es un proceso fundamental en la provocacion de
una enfermedad autoinmunitaria.

El complejo de TCR esta compuesto por al menos siete proteinas transmembranarias. El heterodimero conectado
por disulfuro (al® o yd) forma la unidad de reconocimiento de antigeno monotipica, mientras que las cadenas
invariantes de CD3, que consisten en cadenas ¢, vy, d, { y n, son responsables de acoplar la unién del ligando a rutas
de sefializacion que dan como resultado la activacion de células T y la elaboracion de las respuestas inmunitarias
celulares. A pesar de la diversidad génica de las cadenas de TCR, dos caracteristicas estructurales son comunes a
todas las subunidades conocidas. En primer lugar, son proteinas transmembranarias con un solo dominio que
abarca la transmembrana - presumiblemente a-helicoidal. En segundo lugar, todas las cadenas de TCR tienen la
caracteristica inusual de poseer un aminoacido cargado dentro del dominio transmembranario predicho. Las
cadenas invariantes tienen una sola carga negativa, conservada entre el raton y el ser humano, y la cadena variante
posee una (TCR-B) o dos (TCR-a) cargas positivas. La secuencia transmembranaria de TCR-a esta muy
conservada en un numero de especies y asi puede cumplir filogenéticamente un importante papel funcional. La
secuencia del octapéptido que contiene los aminoacido hidréfilos arginina y lisina es idéntica entre las especies.

Una respuesta de células T es modulada por antigeno que se une a un TCR. Un tipo de TCR es un heterodimero
unido a la membrana que consiste en una cadena a y R que se asemeja a una region variable (V) y constante (C) de
inmunoglobulina. La cadena a del TCR incluye una cadena V-a y C-a conectadas covalentemente, mientras que la
cadena B incluye una cadena V- conectada covalentemente a una cadena C-R. Las cadenas V-a y V- forman un
bolsillo o grieta que se puede unir a un superantigeno o antigeno en el contexto de un complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) (conocido en los seres humanos como un complejo HLA). Véase generalmente Davis
Ann. Rev. of Immunology 3: 537 (1985); Fundamental Immunology 32 Ed., w. Paul Ed. Rsen Press LTD. Nueva York
(1993).
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Los dominios extracelulares de las cadenas de TCR (all o yd) también se pueden manipular como fusiones a
dominios transmembranarios heterdlogos para la expresion sobre la superficie celular. Tales TCR pueden incluir
fusiones a CD3, CD28, CD8, 4-1BB y/o dominios transmembranarios o de activacion del receptor de activacion
quimérico (CAR, por sus siglas en inglés). Los TCR también pueden ser las proteinas solubles que comprenden uno
o0 mas de los dominios que se unen a antigeno de las cadenas af} o yd. Tales TCR pueden incluir los dominios
variables de TCR o fragmentos funcionales de los mismos con o sin los dominios constantes de TCR. Los TCR
solubles pueden ser moléculas heterodimeras o monocatenarias.

Complejos de proteinas de fusion

Los complejos de proteinas de fusion solubles y moléculas conjugadas de la invencion comprenden al menos dos
proteinas de fusion solubles. En ciertas realizaciones, la primera proteina de fusién comprende un primer polipéptido
biol6gicamente activo conectado covalentemente a interleucina-15 (IL-15) o un fragmento funcional de la misma; y la
segunda proteina de fusién comprende un segundo polipéptido biolégicamente activo conectado covalentemente a
polipéptido de receptor a de interleucina-15 (IL-15Ra) soluble o un fragmento funcional del mismo, y en donde el
dominio IL-15 de una primera proteina de fusién se une al dominio de IL-15Ra soluble de la segunda proteina de
fusion para formar un complejo de proteinas de fusion solubles. Los complejos de proteinas de fusion de la
invencion también comprenden dominio Fc de inmunoglobulina o un fragmento funcional del mismo conectado a una
o0 ambas de las proteinas de fusion primera y segunda. Preferiblemente, los dominios Fc conectados a las proteinas
de fusion primera y segunda interactdan para formar un complejo de proteinas de fusién. Tal complejo se puede
estabilizar mediante la formacién de enlaces disulfuro entre los dominios Fc de inmunoglobulina. En ciertas
realizaciones, los complejos de proteinas de fusion solubles de la invencion incluyen un polipéptido de IL-15, una
variante de IL-15 o un fragmento funcional del mismo y un polipéptido de IL-15Ra soluble o un fragmento funcional
del mismo, en donde uno o ambos de los polipéptidos de IL-15 e IL-15Ra incluyen ademas un dominio Fc de
inmunoglobulina o un fragmento funcional del mismo.

En ciertos ejemplos, uno de los polipéptidos biolégicamente activos comprende un primer TCR soluble o fragmento
del mismo. El otro o segundo polipéptido biolégicamente activo comprende el primer TCR soluble o un fragmento
funcional del mismo y asi crea un complejo de proteinas de fusion de TCR multivalente con actividad de unién
incrementada para ligandos cognados en comparacion con el TCR monovalente. Ademas, el otro polipéptido
biolégicamente activo comprende un segundo TCR soluble o un fragmento funcional del mismo, diferente del primer
TCR soluble. En ciertos ejemplos, se producen TCR que tienen una afinidad superior o una afinidad de union
incrementada para los ligandos cognados en comparacion, por ejemplo, con el TCR natural. Si el TCR soluble de la
invencion que se describe en la presente tiene una avidez o afinidad superior para su ligando, entonces es util como
una sonda especifica para el antigeno unido a la superficie celular. En ciertos ejemplos preferidos la invencion, el
TCR es especifico para el reconocimiento de un antigeno particular.

En realizaciones ejemplares, el TCR es un heterodimero que comprende una cadena a (denominada en la presente
cadena q, alfa o a) y una cadena R (denominada en la presente cadena B, beta o b). En otras realizaciones
ejemplares, el TCR comprende un polipéptido de TCR monocatenario. El TCR monocatenario puede comprender
una cadena V-a de TCR conectada covalentemente a una cadena V-8 de TCR mediante una secuencia conectora
de péptidos. EI TCR monocatenario puede comprender ademas un fragmento de cadena CR de TCR conectado
covalentemente a una cadena V-R de TCR. EI TCR monocatenario puede comprender ademas un fragmento de
cadena Ca de TCR conectado covalentemente a una cadena V-a de TCR.

En una realizacion adicional, uno o ambos de los polipéptidos bioldgicamente activos primero y segundo comprende
un anticuerpo o un fragmento funcional del mismo.

En otra realizacion, el antigeno para el dominio de TCR comprende un antigeno peptidico presentado en una
molécula de MHC o HLA. En una realizacion adicional, el antigeno peptidico se deriva de un polipéptido asociado a
un tumor o un polipéptido codificado por virus.

En otra realizacion, el antigeno para el dominio de anticuerpo comprende un receptor o ligando de la superficie
celular.

En una realizacion adicional, el antigeno comprende un receptor o ligando de antigeno CD, citocina o quimiocina, un
receptor o ligando de factor de crecimiento, un factor tisular, una molécula de adhesion celular, MHC/moléculas
similares a MHC, receptor de Fc, receptor similar a Toll, receptor de NK, TCR, BCR, receptor o ligando
coestimulante positivo/negativo, receptor o ligando de muerte, antigeno asociado a un tumor o antigeno codificado
por virus.

Segun se usa en la presente, por el término "polipéptido biolégicamente activo" o "molécula efectora" se entiende
una secuencia de aminoacidos tal como una proteina, un polipéptido o un péptido; un azulcar o polisacarido; un
lipido o un glicolipido, una glicoproteina, o una lipoproteina que puede producir los efectos deseados que se
analizan en la presente. Moléculas efectoras también incluyen agentes quimicos. También se contemplan acidos
nucleicos de moléculas efectoras que codifican una proteina, un polipéptido o un péptido biolégicamente activos o
efectores. Asi, moléculas adecuadas incluyen factores reguladores, enzimas, anticuerpos o farmacos asi como ADN,
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ARN vy oligonucleétidos. Los polipéptidos biolégicamente activos o la molécula efectora pueden estar presentes en la
naturaleza o se pueden sintetizar a partir de componentes conocidos, p. ej., mediante sintesis recombinante o
quimica y pueden incluir componentes heterélogos. Un polipéptido biolégicamente activo o molécula efectora esta
generalmente entre aproximadamente 0,1 y 100 KD o mas hasta aproximadamente 1.000 KD, preferiblemente entre
aproximadamente 0,1, 0,2, 0,5, 1, 2, 5, 10, 20, 30 y 50 KD segun se juzga por técnicas de dimensionamiento de
moléculas estandar tales como centrifugacion o electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS. Efectos
de la invencién deseados incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, formar un complejo de proteinas de fusion de
la invencion con actividad de uniéon incrementada, destruir una célula diana, p. €j. inducir bien la proliferacion celular
o bien la muerte celular, iniciar una respuesta inmunitaria, al prevenir o tratar una enfermedad, o actuar como una
molécula de deteccion con propositos de diagnostico. Para tal deteccion, se podria usar, por ejemplo, un ensayo que
incluyera etapas secuenciales de cultivo de células para hacer proliferar las mismas, y poner en contacto las células
con un complejo de fusiéon de TCR de la invencion y a continuacion evaluar si el complejo de fusion de TCR inhibe el
desarrollo adicional de las células.

Conectar covalentemente la molécula efectora a los complejos de proteinas de fusion de la invencion segun la
invencion proporciona un numero de ventajas significativas. Se pueden producir complejos de proteinas de fusion de
la invencién que contienen una sola molécula efectora, incluyendo tal péptido de estructura conocida.
Adicionalmente, se puede producir una amplia variedad de moléculas en vectores de ADN similares. Esto es, una
biblioteca de diferentes moléculas efectoras se puede conectar a los complejos de proteinas de fusion para el
reconocimiento de células infectadas o enfermas. Ademas, para aplicaciones terapéuticas, en lugar de la
administracion de un complejo de proteinas de fusion de la invencion a un sujeto, se puede administrar un vector de
expresion de ADN que codifica el complejo de proteinas de fusion para la expresion in vivo del complejo de
proteinas de fusion. Tal enfoque evita etapas de purificacion costosas asociadas tipicamente a la preparaciéon de
proteinas recombinantes y evita las complejidades de la captacion y el procesamiento de antigenos asociadas con
enfoques convencionales.

Segun se apunta, los componentes de las proteinas de fusion divulgadas en la presente, p. ej., una molécula
efectora tal como citocinas, quimiocinas, factores de crecimiento, toxinas proteinicas, dominios de inmunoglobulina u
otras moléculas bioactivas y cualesquiera conectores de péptidos, se pueden organizar casi de cualquier modo con
la condicion de que la proteina de fusiéon tenga la funcion para la que esta destinada. En particular, cada
componente de la proteina de fusion puede estar separado de otro componente por al menos una secuencia
conectora de péptidos adecuada si se desea. Adicionalmente, las proteinas de fusion pueden incluir etiquetas, p. €j.,
para facilitar la modificacion, la identificacion y/o la purificacion de la proteina de fusion. Proteinas de fusion mas
especificas estan en los Ejemplos descritos posteriormente.

Conectores

Los complejos de fusion de la invencién también incluyen preferiblemente una secuencia conectora flexible
intercalada entre los dominios de IL-15 o IL-15Ra y el polipéptido biolégicamente activo. La secuencia conectora
debe permitir la colocacion eficaz del polipéptido biolégicamente activo con respecto a los dominios de IL-15 o IL-
15Ra para permitir la actividad funcional de ambos dominios. En realizaciones en las que el polipéptido
bioldgicamente activo es un TCR, las secuencia conectora situa la hendidura que se une a la molécula de TCR de
modo que el receptor de células T pueda reconocer complejos de MHC-péptido que se presentan y pueda aportar la
molécula efectora a un sitio deseado. La presentacion satisfactoria de la molécula efectora puede modular la
actividad de una célula bien para inducir o bien para inhibir la proliferacion de células T, o para iniciar o inhibir una
respuesta inmunitaria a un sitio particular, segun se determina por los ensayos divulgados posteriormente,
incluyendo los ensayos in vitro que incluyen etapas secuenciales de cultivo de células T para hacer proliferar las
mismas, y poner en contacto las células T con un complejo de fusion de TCR de la invencién y a continuacion
evaluar si el complejo de fusion de TCR inhibe el desarrollo adicional de las células.

En ciertas realizaciones, el complejo de proteinas de fusion solubles tiene un conector en el que el primer polipéptido
bioldgicamente activo se conecta covalentemente a IL-15 (o un fragmento funcional de la misma) mediante una
secuencia conectora de polipéptidos.

En ciertas ofras realizaciones, el complejo de proteinas de fusién solubles que se describe en la presente tiene un
conector en el que el segundo polipéptido biolégicamente activo esta conectado covalentemente a polipéptido de IL-
15Ra (o un fragmento funcional del mismo) mediante una secuencia conectora de polipéptidos.

La secuencia conectora preferiblemente esta codificada por una secuencia de nucleétidos que da como resultado un
péptido que puede colocar eficazmente la hendidura de unién de una molécula de TCR para el reconocimiento de un
antigeno que se presenta o el dominio de uniéon de una molécula de anticuerpo para el reconocimiento de un
antigeno. Segun se usa en la presente, la expresion "colocacion eficaz del polipéptido biolégicamente activo con
respecto a los dominios de IL-15 o IL-15Ra", u otra expresion similar, esta destinada a significar que el polipéptido
biolégicamente activo conectado a los dominios de IL-15 o IL-15Ra se coloca de modo que los dominios de IL-15 o
IL-15Ra sean capaces de interactuar entre si para formar un complejo proteinico. En ciertas realizaciones, los
dominios de IL-15 o IL-15Ra se colocan eficazmente para permitir interacciones con células inmunitarias para iniciar
o inhibir una reaccién inmunitaria, o para inhibir o estimular el desarrollo celular.
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Los complejos de fusion de la invencién también incluyen preferiblemente una secuencia conectora flexible
intercalada entre los dominios de IL-15 o IL-15Ra y el dominio Fc de inmunoglobulina. La secuencia conectora debe
permitir la colocacion eficaz del dominio Fc, el polipéptido biolégicamente activo y los dominios de IL-15 o IL-15Ra
para permitir la actividad funcional de cada dominio. En ciertas realizaciones, los dominios Fc se colocan
eficazmente para permitir la formacion apropiada del complejo de proteinas de fusidén y/o interacciones de
receptores de Fc o células inmunitarias o proteinas del sistema del complemento para estimular efectos mediados
por Fc incluyendo opsonizacion, lisis celular, desgranulacion de mastocitos, basofilos y eosindfilos, y otros procesos
dependientes de receptores de Fc; activacion de la ruta del complemento; y semivida in vivo mejorada del complejo
de proteinas de fusion.

Las secuencias conectoras también se pueden usar para conectar dos o mas polipéptidos del polipéptido
biol6gicamente activo para generar una molécula monocatenaria con la actividad funcional deseada.

Preferiblemente, la secuencia conectora comprende de aproximadamente 7 a 20 aminoacidos, mas preferiblemente
de aproximadamente 8 a 16 aminoacidos. La secuencia conectora es preferiblemente flexible de modo que no
mantiene el polipéptido biolégicamente activo o la molécula efectora en una sola conformacién no deseada. La
secuencia conectora se puede usar, p. €j., para separar el sitio de reconocimiento de la molécula fusionada.
Especificamente, la secuencia conectora de péptidos puede estar colocada entre el polipéptido biolégicamente
activo y la molécula efectora, p. €j., para reticular quimicamente los mismos y para proporcionar flexibilidad
molecular. El conector preferiblemente comprende predominantemente aminoacidos con cadenas laterales
pequefias, tales como glicina, alanina y serina, para proporcionar flexibilidad. Preferiblemente, aproximadamente 80
0 90 por ciento o mas de la secuencia conectora comprende residuos de glicina, alanina o serina, particularmente
residuos de glicina y serina. Para un complejo de proteinas de fusién que comprende un TCR heterodimero, la
secuencia conectora esta adecuadamente conectada a la cadena R de la molécula de TCR, aunque la secuencia
conectora también podria estar ligada a la cadena a de la molécula de TCR. Alternativamente, la secuencia
conectora puede estar conectada a las cadenas tanto a como 3 de la molécula de TCR. Cuando tal cadena
peptidica 3 se expresa junto con la cadena a, el polipéptido de TCR conectado se debe plegar dando como
resultado una molécula de TCR funcional segun se representa generalmente en la FIG. 1. Una secuencia conectora
adecuada es ASGGGGSGGG (es decir, Ala Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly) (SEQ ID N°: 5), preferiblemente
conectada al primer aminoacido del domino B del TCR. Se podrian usar diferentes secuencias conectoras
incluyendo cualquiera de un numero de disefios de conectores flexibles que se han usado satisfactoriamente para
ligar entre si regiones variables de anticuerpo, véase Whitlow, M. y cols., (1991) Methods: A Companion to Methods
in Enzymology 2:97-105. En algunos ejemplos, para conectar covalentemente una molécula efectora a una molécula
de cadena R de TCR, la aminosecuencia del conector debe ser capaz de ampliar la distancia adecuada desde el
residuo C-terminal de la cadena 3 de TCR al residuo N-terminal de la molécula efectora. Las secuencias conectoras
adecuadas se pueden identificar empiricamente de forma facil. Adicionalmente, el tamafio y las secuencias
adecuados de las secuencias conectoras también se pueden determinar mediante técnicas informaticas de
modelado convencionales basadas en el tamafio y la conformacién predichos de la molécula de TCR.

En general, la preparacion de los complejos de proteinas de fusion de la invencion se puede efectuar mediante
procedimientos divulgados en la presente y mediante técnicas de ADN recombinante reconocidas que implican, p.
€j., reacciones de amplificacion en cadena de la polimerasa (PCR), preparacion de ADN plasmidico, escision de
ADN con enzimas de restriccion, preparacion de oligonucledtidos, ligacion de ADN, aislamiento de mARN,
introduccion del ADN en una célula adecuada, transformacién o transfeccion de un hospedador, cultivo del
hospedador. Adicionalmente, las proteinas de fusion se pueden aislar y purificar usando agentes caotropicos y
métodos electroforéticos, de centrifugacion y cromatograficos muy conocidos. Véanse generalmente, Sambrook y
cols., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (228 ed. (1989); y Ausubel y cols., Current Protocols in Molecular
Biology, John Wiley & Sons, Nueva York (1989) para una divulgacion relativa a estos métodos.

Segun se usa en la presente, polipéptidos biolégicamente activos o moléculas efectoras de la invencién pueden
incluir factores tales como citocinas, quimiocinas, factores de crecimiento, toxinas proteinicas, dominios de
inmunoglobulina u otras proteinas bioactivas tales como enzimas. Ademas, los polipéptidos biolégicamente activos
pueden incluir conjugados con otros compuestos tales como toxinas no proteinicas, agentes citotdxicos, agentes
quimioterapéuticos, etiquetas detectables, materiales radiactivos y similares.

Las citocinas de la invencién se definen por cualquier factor producido por células que afectan a otras células y son
responsables de cualquiera de un numero de multiples efectos de inmunidad celular. Ejemplos de citocinas incluyen,
pero no se limitan, a la familia IL-2, interferén (IFN), las familias de citocinas IL-10, IL-1, IL-17, TGF y TNF,y a IL-1 a
IL-35, IFN-a, IFN-B, IFNy, TGF-B, TNF-a y TNFR.

Segun la invencion, la primera proteina de fusion comprende un primer polipéptido biolégicamente activo conectado
covalentemente a dominio de interleucina-15 (IL-15) o un fragmento funcional del mismo segun se define
anteriormente. IL-15 es una citocina que afecta a la activacion y la proliferacion de células T. La actividad de IL-15
para afectar a la activacion y la proliferacion de células inmunitarias es similar en algunos aspectos a IL2, aunque se
han caracterizado bien diferencias fundamentales (Waldmann, T A, 2006, Nature Rev. Immunol. 6:595-601).
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Las quimiocinas, similares a las citocinas, se definen como cualquier factor o molécula quimico que cuando se
expone a otras células sea responsable de cualquiera de un nimero de multiples efectos de inmunidad celular.
Quimiocinas adecuadas pueden incluir, pero no se limitan, a las familias de quimiocinas CXC, CC, Cy CX5C y a
CCL-1 a CCL-28, CXC-1 a CXC-17, XCL-1, XCL-2, CX3CL1, MIP-1b, IL-8, MCP-1 y Rantes.

Factores de crecimiento incluyen cualesquiera moléculas que cuando se exponen a una célula particular inducen la
proliferacion y/o la diferenciacion de la célula afectada. Factores de crecimiento incluyen proteinas y moléculas
quimicas, algunas de las cuales incluyen: GM-CSF, G-CSF, factor de crecimiento humano y factor de crecimiento de
células madre. Factores de crecimiento adicionales también pueden ser adecuados para los usos descritos en la
presente.

Toxinas o agentes citotoxicos incluyen cualquier sustancia que tenga un efecto letal o un efecto inhibidor sobre el
crecimiento cuando se exponga a células. Mas especificamente, la molécula efectora puede ser una toxina celular
de, p. €j., origen vegetal o bacteriano tal como, p. €j., toxina de la difteria (DT), toxina Shiga, abrina, toxina del
célera, ricina, saporina, exotoxina de pseudomonas (PE), proteina antiviral de fitolaca o gelonina. Fragmentos
biol6gicamente activos de tales toxinas son bien conocidos en la técnica e incluyen, p. €j., cadena A de DT y cadena
A de ricina. Adicionalmente, la toxina puede ser un agente activo en la superficie celular tal como, p. €j., enzimas
fosfolipasa (p. €j., fosfolipasa C).

Ademas, la molécula efectora puede ser un farmaco quimioterapéutico tal como, p. €j., vindesina, vincristina,
vinblastina, metotrexato, adriamicina, bleomicina o cisplatino.

Adicionalmente, la molécula efectora puede ser una molécula etiquetada detectablemente adecuada para estudios
de diagndstico u obtencion de imagenes. Tales etiquetas incluyen biotina o estreptavidina/avidina, nanoparticulas o
un cristal detectables, una enzima o un fragmento cataliticamente activo de la misma, una etiqueta fluorescente tal
como proteina fluorescente verde, FITC, ficoeritrina, cicromo, rojo de Texas o puntos cuanticos; un radionuclido, p.
€j., yodo-131, itrio-90, renio-188 o bismuto-212; moléculas fosforescentes o quimioluminiscentes o una etiqueta
detectable mediante PET, ultrasonidos o MRI tal como Gd - o agentes de contraste basados en iones metalicos
paramagnéticos. Véase, p. €j., Moskaug y cols. J Biol. Chem. 264, 15709 (1989); Pastan, I. y cols. Cell 47, 641,
1986; Pastan y cols., Recombinant Toxins as Novel Therapeutic Agents, Ann. Rev. Biochem. 61, 331, (1992);
"Chimeric Toxins" Olsnes and Phil, Pharmac. Ther., 25, 355 (1982); la solicitud de PCT publicada n® WO 94/29350;
la solicitud de PCT publicada n® WO 94/04689; la solicitud de PCT publicada n°® W02005046449 y la Pat. EE. UU.
N° 5.620.939 para una divulgacion relativa a la elaboracién y el uso de proteinas que comprenden efectores o
etiquetas.

Un complejo de fusion o conjugado proteinico que incluya dominios de IL-15 e IL-15Ra conectados covalentemente
tiene varios usos importantes. Por ejemplo, el complejo de fusidn o conjugado proteinico que comprende un TCR se
puede emplear para aportar el complejo IL-15:IL-15Ra a ciertas células capaces de unirse especificamente al TCR.
Segun esto el complejo de fusidén o conjugado proteinico proporciona medios para dafiar o destruir selectivamente
células que comprenden el ligando. Ejemplos de células o tejido capaces de ser dafiados o destruidos por los
complejos de fusién o conjugados proteinicos que comprenden un TCR incluyen tumores y células infectadas
viralmente o bacterianamente que expresan uno o mas ligandos capaces de unirse especificamente mediante el
TCR. Células o tejido sensibles a ser dafiados o destruidos se pueden ensayar facilmente mediante los métodos
divulgados en la presente.

Los polipéptidos de IL-15 e IL-15Ra de la invencién segun se definen anteriormente corresponden adecuadamente
en la secuencia de aminoacidos a moléculas de IL-15 e IL-15Ra presentes en la naturaleza, p. ej. moléculas de IL-
15 e IL-15Ra de un ser humano, un ratén u otro roedor, u otro mamifero. Secuencias de estos polipéptidos y que
codifican acidos nucleicos son conocidas en la bibliografia, incluyendo mARN de interleucina 15 (IL15) humana -
GenBank: U14407.1, mARN de interleucina 15 (IL15) de Mus musculus - GenBank: U14332.1, mARN de precursor
de la cadena a de receptor de interleucina (IL15RA) humana - GenBank: U31628.1, cadena a de receptor de
interleucina 15 de Mus musculus - GenBank: BC095982.1.

En algunos entornos puede ser util hacer polivalentes a los complejos de fusién o conjugados proteinicos de la
presente invencion, p. €j., para incrementar la valencia del sc-TCR o sc-anticuerpo. En particular, las interacciones
entre los dominios de IL-15 e IL-15Ra del complejo de proteinas de fusion proporciona un medio para generar
complejos polivalentes. Ademas, la proteina de fusidon polivalente se puede elaborar al conectar entre si
covalentemente o no covalentemente entre una y cuatro proteinas (iguales o diferentes) al usar, p. €j., técnicas de
etiguetado de biotina-estreptavidina estandar, o mediante conjugacion a soportes solidos adecuados tales como
cuentas de latex. Proteinas quimicamente reticuladas (por ejemplo reticuladas a dendrimeros) también son especies
polivalentes adecuadas. Por ejemplo, la proteina se puede modificar al incluir secuencias que codifican secuencias
de etiquetado que se pueden modificar tales como la etiqueta BirA de biotinilacion o residuos de aminoacido con
cadenas laterales quimicamente reactivas tales como Cys o His. Tales etiquetas de aminoacido o aminoacidos
quimicamente reactivos se pueden colocar en una variedad de posiciones en la proteina de fusién, preferiblemente
distal del sitio activo del polipéptido biolégicamente activo o la molécula efectora. Por ejemplo, el extremo C de una
proteina de fusién soluble se puede conectar covalentemente a una etiqueta u otra proteina fusionada que incluya
tal aminoacido o aminoacidos reactivos. Se pueden incluir cadenas laterales adecuadas para conectar
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quimicamente dos o mas proteinas de fusiéon a un dendrimero adecuado u otra nanoparticula para dar una molécula
multivalente. Los dendrimeros son polimeros quimicos sintéticos que pueden tener uno cualquiera de un nimero de
diferentes grupos funcionales de su superficie (D. Tomalia, Aldrichimica Acta, 26:91:101 (1993)). Dendrimeros
ejemplares para el uso segun la presente invencion incluyen, p. ej., dendrimero de poliamina E9 Starburst y
dendrimero de poliamina E9 Combust, que pueden conectar residuos de cisteina. Nanoparticulas ejemplares
incluyen liposomas, particulas de nucleo-envuelta o particulas basadas en PLGA.

En otra realizacion de la invencién, uno o ambos de los polipéptidos del complejo de proteinas de fusién comprende
un dominio de inmunoglobulina. Alternativamente, la proteina de fusién dominio de unién a proteina-IL-15 puede
estar conectada ademas a un dominio de inmunoglobulina. Los dominios de inmunoglobulina preferidos comprenden
regiones que permiten la interaccion con otros dominios de inmunoglobulina para formar proteinas multicatenarias
segun se proporciona anteriormente. Por ejemplo, las regiones de cadena pesada de inmunoglobulina, tales como
las Cu2-Cy3 de IgG1, son capaces de interactuar establemente para crear la region Fc. Dominios de
inmunoglobulina preferidos que incluyen dominios Fc también comprenden regiones con funciones efectoras,
incluyendo actividad de unién a receptor de Fc o proteina del complemento, y/o con sitios de glicosilacion. En
algunas realizaciones, los dominios de inmunoglobulina del complejo de proteinas de fusiéon contienen mutaciones
que reducen o aumentan la actividad de union al receptor de Fc o al complemento o la glicosilacion, afectando de
ese modo a la actividad bioldgica de la proteina resultante. Por ejemplo, dominios de inmunoglobulina que contienen
mutaciones que reducen la unién a receptores de Fc se podrian usar para generar un complejo de proteinas de
fusiéon de la invencidon con menor actividad de unién a células portadoras de receptor de Fc, lo que puede ser
ventajoso para reactivos disefiados para reconocer o detectar antigenos especificos.

Acidos nucleicos y vectores

La invencién proporciona ademas secuencias de acido nucleico y particularmente secuencias de ADN que codifican
las presentes proteinas de fusién. Preferiblemente, la secuencia de ADN es soportada por un vector adecuado para
la replicacion extracromosémica tal como un fago, un virus, un plasmido, un fagémido, un césmido, YAC o un
episoma. En particular, un vector de ADN que codifica una proteina de fusiéon deseada se puede usar para facilitar
los métodos preparativos descritos en la presente y para obtener cantidades significativas de la proteina de fusion.
La secuencia de ADN se puede insertar en un vector de expresion apropiado, es decir, un vector que contenga los
elementos necesarios para la transcripcion y la traduccion de la secuencia codificante de proteina insertada. Se
puede utilizar una variedad de sistemas hospedador-vector para expresar la secuencia codificante de proteina.
Estos incluyen sistemas celulares de mamifero infectados con virus (p. €j., virus variolovacunal, adenovirus, etc.);
sistemas celulares de insecto infectados con virus (p. €j., baculovirus); microorganismos tales como levaduras que
contiene vectores de levadura, o bacterias transformadas con ADN de bacteriéfago, ADN de plasmido o ADN de
coésmido.

Dependiendo del sistema hospedador-vector utilizado, se puede usar uno cualquiera de un nimero de elementos de
transcripcion y traduccion adecuados. Véase, generalmente, Sambrook y cols., anteriormente, y Ausubel y cols.
anteriormente.

Se incluyen en la invencion métodos para elaborar un complejo de proteinas de fusion solubles, comprendiendo el
método introducir en una célula hospedadora un vector de ADN como el descrito en la presente que codifica las
proteinas de fusion primera y segunda, cultivar la célula hospedadora en un medio bajo condiciones suficientes para
expresar las proteinas de fusion en la célula o el medio y permitir la asociaciéon entre el dominio de IL-15 de una
primera proteina de fusion y el dominio de IL-15Ra soluble de una segunda proteina de fusiéon para formar el
complejo de proteinas de fusion solubles, purificar el complejo de proteinas de fusidon solubles de las células
hospedadoras o el medio.

En general, un vector de ADN preferido segun la invenciéon comprende una secuencia de nucleétidos conectada por
enlaces fosfodiéster que comprende, en una direccién 5' a 3', un primer sitio de clonacién para la introducciéon de
una primera secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido biolégicamente activo, conectado operativamente
a una secuencia que codifica una molécula efectora.

Los componentes de la proteina de fusién codificados por el vector de ADN se pueden proporcionar en un formato
de casete. Por el término "casete" se entiende que cada componente se puede sustituir facilmente por otro
componente mediante métodos recombinantes estandar. En particular, un vector de ADN configurado en un formato
de casete es particularmente deseable cuando el complejo de fusion codificado se va a usar contra patdgenos que
pueden tener o tienen la capacidad para desarrollar serotipos.

Para elaborar el vector que codifica un complejo de proteinas de fusion, la secuencia que codifica el polipéptido
bioldgicamente activo se conecta a una secuencia que codifica el péptido efector mediante el uso de ligasas
adecuadas. Se puede obtener ADN que codifica el péptido de presentacion al aislar ADN de fuentes naturales tales
como de una linea celular adecuada o mediante métodos sintéticos conocidos, p. €j. el método del triéster de
fosfato. Véase, p. €j., Oligonucleotide Synthesis, IRL Press (M. J. Gait, ed., 1984). También se pueden preparar
oligonucledtidos sintéticos usando sintetizadores de oligonucledtidos automatizados disponibles comercialmente.
Una vez aislado, el gen que codifica el polipéptido biolégicamente activo se puede amplificar mediante la reaccién en
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cadena de la polimerasa (PCR) u otros medios conocidos en la técnica. Cebadores de PCR adecuados para
amplificar el gen del polipéptido biolégicamente activo pueden afadir sitios de restriccion al producto de PCR. El
producto de PCR incluye preferiblemente sitios de empalme para el péptido efector y secuencias lider necesarias
para la expresion y la secrecion apropiada del complejo de fusion de polipéptido biolégicamente activo-efector. El
producto de PCR también incluye preferiblemente una secuencia que codifica la secuencia conectora, o un sitio de
enzima de restriccion para la ligacion de tal secuencia.

Las proteinas de fusién descritas en la presente se producen preferiblemente mediante técnicas de ADN
recombinante estandar. Por ejemplo, una vez que se aisla una molécula de ADN que codifica el polipéptido
bioldgicamente activo, la secuencia se puede ligar a otra molécula de ADN que codifica el polipéptido efector. La
secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido biolégicamente activo se puede enlazar directamente a una
secuencia de ADN que codifica el péptido efector o, mas tipicamente, una secuencia de ADN que codifica la
secuencia conectora que se analiza en la presente puede estar intercalada entre la secuencia que codifica el
polipéptido biolégicamente activo y la secuencia que codifica el péptido efector y se puede enlazar usando ligasas
adecuadas. La molécula de ADN hibrida resultante se puede expresar en una célula hospedadora adecuada para
producir el complejo de proteinas de fusion. Las moléculas de ADN se ligan entre si en una orientacién 5' a 3' de
modo que, después de la ligacion, el marco de traduccién de los polipéptidos codificados no se altere (es decir, las
moléculas de ADN se ligan entre si en el marco). Las moléculas de ADN resultantes codifican una proteina de fusion
en el marco.

También se pueden incluir otras secuencias de nucleétidos en la construccion génica. Por ejemplo, una secuencia
promotora, que controla la expresion de la secuencia que codifica el polipéptido biolégicamente activo fusionado al
péptido efector, o una secuencia lider, que dirige la proteina de fusion a la superficie celular o el medio de cultivo, se
puede incluir en la construccién o estar presente en el vector de expresion en el que se inserta la construccion. Se
prefiere particularmente una inmunoglobulina o un promotor de CMV.

Al obtener un polipéptido biolégicamente activo variante, secuencias que codifican dominios de IL-15, IL-15Ra o Fc,
los expertos normales en la especialidad reconoceran que los polipéptidos se pueden modificar mediante ciertas
sustituciones, adiciones, eliminaciones y modificaciones postraduccionales de aminoacidos, sin pérdida o reduccion
de la actividad biolégica. En particular, se sabe bien que es improbable que las sustituciones de aminoacidos
conservativas, esto es, la sustitucion de un aminoacido por otro aminoacido de tamafio, carga, polaridad y
conformacion similares, alteren la funcién proteinica. Los 20 aminoacidos estandar que son los constituyentes de
proteinas se pueden clasificar ampliamente en cuatro grupos de aminoacidos conservativos como sigue: el grupo no
polar (hidréfobo) incluye alanina, isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina, prolina, triptéfano y valina; el grupo
polar (no cargado, neutro) incluye asparagina, cisteina, glutamina, glicina, serina, treonina y tirosina; el grupo
cargado positivamente (basico) contiene arginina, histidina y lisina; y el grupo cargado negativamente (acido)
contiene acido aspartico y acido glutamico. Es improbable que la sustitucion en una proteina de un aminoacido por
otro dentro del mismo grupo tenga un efecto adverso sobre la actividad biolégica de la proteina. En otro caso, se
pueden hacer modificaciones en las posiciones de los aminoacidos para reducir o mejorar la actividad biolégica de la
proteina. Tales cambios se pueden introducir aleatoriamente o a través de mutaciones sitioespecificas basadas en
propiedades estructurales o funcionales conocidas o supuestas del residuo o los residuos elegidos. Después de la
expresion de la proteina variante, los cambios en la actividad biolégica debidos a la modificacion se pueden evaluar
facilmente usando ensayos de unién o funcionales.

La homologia entre secuencias de nucleotidos se puede determinar mediante analisis de hibridacion de ADN, en
donde la estabilidad del hibrido de ADN de doble hebra depende del nivel de apareamiento de bases que se
produzca. Condiciones de alta temperatura y/o bajo contenido de sal reducen la estabilidad del hibrido, y se pueden
variar para prevenir la renaturalizacion de secuencias que tienen menos de un grado de homologia seleccionado.
Por ejemplo, para secuencias con aproximadamente 55% de contenido de G-C, condiciones de hibridacién y lavado
de 40-50°C, 6 x SSC (tampodn de cloruro sédico/citrato sédico) y 0,1% de SDS (dodecilsulfato sodico) indican
aproximadamente 60-70% de homologia, condiciones de hibridacion y lavado de 50-65°C, 1 x SSC y 0,1% de SDS
indican aproximadamente 82-97% de homologia, y condiciones de hibridacion y lavado de 52°C, 0,1 x SSC y 0,1%
de SDS indican aproximadamente 99-100% de homologia. También esta disponible una amplia gama de programas
informaticos para comparar secuencias de nucleétidos y aminoacidos (y medir el grado de homologia), y una lista
que proporciona fuentes de software tanto disponible comercialmente como libre se encuentra en Ausubel y cols.
(1999). Algoritmos de comparacion de secuencias y alineamiento de mudltiples secuencias facilmente disponibles
son, respectivamente, the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (Altschul y cols., 1997) y los programas
ClustalW. BLAST esta disponible en la red en ncbi.nlm.nih.gov y una version de ClustalWW esta disponible en
2.ebi.ac.uk.

Los componentes de la proteina de fusidon se pueden organizar en casi cualquier orden con tal de que cada uno sea
capaz de realizar su funcién pretendida. Por ejemplo, en una realizacion, el polipéptido biolégicamente activo esta
situado en el extremo C- o N-terminal de la molécula efectora.

Las moléculas efectoras preferidas de la invencion tendran tamafos que conduciran a la funcién para la que estan
destinados esos dominios. Las moléculas efectoras de la invencion se pueden elaborar y fusionar al polipéptido
bioldgicamente activo mediante una variedad de métodos incluyendo métodos de reticulacion quimica muy
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conocidos. Véase, p. €j., Means, G. E. y Feeney, R. E. (1974) en Chemical Modification of Proteins, Holden-Day.
Véase ademas S. S. Wong (1991) en Chemistry of Protein Conjugation and Cross-Linking, CRC Press. Sin embargo,
generalmente se prefiere usar manipulaciones recombinantes para elaborar la proteina de fusion en el marco.

Segun se apunta, una molécula de fusion o una molécula de conjugado segun la invencidon se puede organizar de
varios modos. En una configuracion ejemplar, el extremo C del polipéptido biolégicamente activo esta conectado
operativamente al extremo N de la molécula efectora. Esa conexién se puede alcanzar si se desea mediante
métodos recombinantes. Sin embargo, en otra configuracion, el extremo N del polipéptido biolégicamente activo esta
conectado al extremo C de la molécula efectora.

Alternativamente o ademas, una o mas moléculas efectoras adicionales se pueden insertar en los complejos de
polipéptido bioldgicamente activo o conjugado segun sea necesario.

Vectores y expresion

Se puede emplear un nimero de estrategias para expresar complejos de fusion proteinicos de la invencion. Por
ejemplo, la construccién de proteinas de fusion descrita anteriormente se puede incorporar en un vector adecuado
mediante medios conocidos tales como mediante el uso de enzimas de restriccion para realizar cortes en el vector
para la insercion de la construccion seguido por ligacion. El vector que contiene la construccion génica se introduce
a continuacién en un hospedador adecuado para la expresion de la proteina de fusion. Véase, generalmente,
Sambrook y cols., anteriormente. La seleccion de vectores adecuados se puede realizar empiricamente basandose
en factores que se refieren al protocolo de clonacion. Por ejemplo, el vector debe ser compatible con y tener el
replicon apropiado para el hospedador que se esta empleando. Ademas, el vector debe ser capaz de ajustarse a la
secuencia de ADN que codifica el complejo de proteinas de fusién que se va a expresar. Células hospedadoras
adecuadas incluyen células eucarioticas y procarioticas, preferiblemente aquellas células que se pueden transformar
facilmente y exhiben un crecimiento rapido en el medio de cultivo. Células hospedadoras especificamente preferidas
incluyen procariotas tales como E. coli, Bacillus subtillus, etc. y eucariotas tales como células animales y cepas de
levadura, p. €j., S. cerevisiae. Generalmente, se prefieren células de mamifero, particularmente J558, NSO, SP2-O o
CHO. Otros hospedadores adecuados incluyen, p. €j., células de insecto tales como Sf9. Se emplean condiciones de
cultivo convencionales. Véase Sambrook, anteriormente. A continuacion, se pueden seleccionar lineas celulares
transformadas o transfectadas estables. Células que expresan un complejo de proteinas de fusién de la invencion se
pueden determinar mediante procedimientos conocidos. Por ejemplo, la expresién de un complejo de proteinas de
fusion conectado a una inmunoglobulina se puede determinar mediante un ELISA especifico para la inmunoglobulina
conectada y/o mediante inmunotransferencia. Otros métodos para detectar la expresion de proteinas de fusion que
comprenden polipéptidos biolégicamente activos conectados a dominios de IL-15 o IL-15Ra se divulgan en los
Ejemplos.

Segun se menciona generalmente anteriormente, se puede usar una célula hospedadora con propositos
preparativos para propagar un acido nucleico que codifica una proteina de fusion deseada. Asi, una célula
hospedadora puede incluir una célula procariética o eucariética en la que se pretende especificamente la produccion
de la proteina de fusién. Asi, las células hospedadoras incluyen especificamente células y érganos de levadura,
mosca, gusano, planta, rana, mamifero que son capaces de propagar un acido nucleico que codifica la fusion.
Ejemplos no limitativos de lineas celulares de mamifero que se pueden usar incluyen células CHO dhfr- (Urlaub y
Chasm, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980)), células 293 (Graham y cols., J Gen. Virol., 36:59 (1977)) o
células de mieloma como SP2 o NSO (Galfre y Milstein, Meth. Enzymol., 73(B):3 (1981 )).

Células hospedadoras capaces de propagar un acido nucleico que codifica un complejo de proteinas de fusion
abarca células eucariéticas no mamiferas asi como incluyendo células de insecto (p. €j., Sp. frugiperda), levadura (p.
€j., S. cerevisiae, S. pombe, P. pastoris., K. lactis, H polymorpha; como se revisa generalmente por Fleer, R, Current
Opinion in Biotechnology, 3(5):486496 (1992)), fungicas y vegetales. También se contemplan ciertos procariotas
tales como E. coliy Bacillus.

Un acido nucleico que codifica una proteina de fusién deseada se puede introducir en una célula hospedadora
mediante técnicas estandar para transfectar células. El término "transfectar" o "transfeccién" esta destinado a
abarcar todas las técnicas convencionales para introducir un acido nucleico en células hospedadoras, incluyendo
coprecipitacion con fosfato calcico, transfeccion mediada por DEAE-dextrano, lipofeccién, electroporacion,
microinyeccion, transduccion y/o integracion viral. Métodos adecuados para transfectar células hospedadoras se
pueden encontrar en Sambrook y cols. anteriormente, y otros libros de texto de laboratorio.

Diversos promotores (region reguladora de inicio de la transcripcion) se pueden usar segun la invencion. La
seleccion del promotor apropiado depende del hospedador de expresion propuesto. Se pueden usar promotores
procedentes de fuentes heterdlogas con tal de que sean funcionales en el hospedador elegido.

La seleccion del promotor también depende de la eficacia deseada y el nivel de produccion de péptido o proteina.
Promotores inducibles tales como tac se emplean a menudo a fin de incrementar drasticamente el nivel de expresion
de proteina en E. coli. La sobreexpresién de proteinas puede ser nociva para las células hospedadoras. Por
consiguiente, el crecimiento de la célula hospedadora se puede limitar. El uso de sistemas promotores inducibles
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permite que las células hospedadoras se cultiven hasta densidades aceptables antes de la induccién de la expresion
génica, facilitando de ese modo rendimientos de producto superiores.

Se pueden usar diversas secuencias de sefial segun la invenciéon. Se puede usar una secuencia de sefial que es
homdloga a la secuencia codificante del polipéptido bioldgicamente activo. Alternativamente, también se puede usar
una secuencia de sefial que se ha seleccionado o disefiado para una secrecion y un procesamiento eficaces en el
hospedador de expresion. Por ejemplo, pares adecuados de secuencia de sefial/célula hospedadora incluyen la
secuencia de sefal sacB de B. subtilis para la secrecion en B. subtilis, y el factor de emparejamiento a de
Saccharomyces cerevisiae o secuencias de sefal phol de fosfatasa acida de P. pastoris para la secrecion de P.
pastoris. La secuencia de sefal se puede enlazar directamente a través de la secuencia que codifica el sitio de
escision de peptidasa de sefal a la secuencia codificante de proteina, o a través de un puente nucleotidico corto que
consiste habitualmente en menos de diez codones, donde el puente asegura el marco de lectura correcto de la
secuencia de TCR aguas abajo.

Elementos para mejorar la transcripcion y la traduccion se han identificado para sistemas de expresion de proteinas
eucaridticas. Por ejemplo, colocar el promotor del virus de mosaico de la coliflor (CaMV) 1000 pb a cada lado de un
promotor heterélogo puede elevar los niveles de transcripcion en de 10 a 400 veces en células vegetales. La
construccién de expresién también debe incluir las secuencias de inicio de la traduccién apropiadas. La modificacion
de la construccion de expresion para incluir una secuencia de consenso Kozak para el inicio de la traduccién
apropiada puede incrementar el nivel de traduccién en 10 veces. A menudo se emplea un marcador selectivo, que
puede ser parte de la construccion de expresion o estar separado de ella (p. e€j., soportado por el vector de
expresion), de modo que el marcador se pueda integrar en un sitio diferente del gen de interés. Ejemplos incluyen
marcadores que confieren resistencia a antibiéticos (p. €j., bla confiere resistencia a ampicilina para células
hospedadoras de E. coli, nptll confiere resistencia a kanamicina a una amplia variedad de células procariéticas y
eucaridticas) o que permiten que el hospedador crezca sobre medio minimo (p. €j., HIS4 permite que P. pastoris o S.
cerevisiae His™ crezcan en ausencia de histidina). El marcador seleccionable tiene sus propias regiones reguladoras
de inicio y terminacion de la transcripcion y la traduccion para permitir una expresion independiente del marcador. Si
se emplea resistencia a antibiéticos como un marcador, la concentracion del antibiético para la seleccién variara
dependiendo del antibidtico, variando generalmente de 10 a 600 ug del antibiético/ml de medio.

La construccion de expresion se ensambla al emplear técnicas de ADN recombinante (Sambrook y cols., 1989;
Ausubel y cols., 1999). La digestiéon con enzimas de restriccion y la ligacion son las etapas basicas empleadas para
enlazar dos fragmentos de ADN. Los extremos del fragmento de ADN pueden requerir modificacion antes de la
ligacion, y esto se puede efectuar al rellenar salientes, eliminar porciones terminales del fragmento o los fragmentos
con nucleasas (p. €j., Exolll), mutagénesis sitiodirigida, o al afiadir nuevos pares de bases mediante PCR. Se
pueden emplear policonectores y adaptadores para facilitar el enlace de fragmentos seleccionados. La construccion
de expresion se ensambla tipicamente en fases que emplean rondas de restriccion, ligacion y transformacion de E.
coli. Numerosos vectores de clonacién adecuados para la construccién de la construccion de expresion se conocen
en la especialidad (AZAP y pBLUESCRIPT SK-1, Stratagene, La Jolla, CA, pET, Novagen Inc., Madison, WI, citados
en Ausubel y cols., 1999) y la elecciodn particular no es critica para la invencion. La seleccion del vector de clonacion
estara influenciada por el sistema de transferencia génica seleccionado para la introduccion de la construccion de
expresion en la célula hospedadora. Al final de cada fase, la construccion resultante se puede analizar mediante
analisis de restriccion, secuencias de ADN, hibridacién y PCR.

La construccion de expresion se puede transformar en el hospedador como la construccién del vector de clonacion,
bien lineal o bien circular, o se puede retirar del vector de clonacién y se puede usar como tal o introducirse en un
vector de aporte. El vector de aporte facilita la introduccién y el mantenimiento de la construccion de expresion en el
tipo de célula hospedadora seleccionado. La construccién de expresion se introduce en las células hospedadoras
mediante cualquiera de un numero de sistema de transferencia génica conocidos (p. €j., competencia natural,
transformacion mediada quimicamente, transformacion de protoplastos, electroporacion, transformacion biolistica,
transfeccion o conjugacion) (Ausubel y cols., 1999; Sambrook y cols., 1989). El sistema de transferencia génica
seleccionado depende de las células hospedadoras y los sistemas vectoriales usados.

Por ejemplo, la construccion de expresion se puede introducir en células de S. cerevisiae mediante transformacion
de protoplastos o electroporacion. La electroporacion de S. cerevisiae se efectia facilmente y da eficacias de
transformacion comparables a la transformacion de esferoplastos.

La presente invencion proporciona ademas un procedimiento de produccién para aislar una proteina de fusién de
interés. En el procedimiento, una célula hospedadora (p. €j., una célula de levadura, hongo, insecto, bacteria o
animal), en la que se ha introducido un acido nucleico que codifica la proteina de interés conectada operativamente
a una secuencia reguladora, se desarrolla a escala de produccién en un medio de cultivo para estimular la
transcripcién de la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina de fusién de interés. Posteriormente, la proteina
de fusion de interés se aisla de células hospedadoras recogidas o del medio de cultivo. Se pueden usar técnicas de
purificacion de proteinas estandar para aislar la proteina de interés del medio o de las células recogidas. En
particular, las técnicas de purificacién se pueden usar para expresar y purificar una proteina de fusion deseada a
gran escala (es decir en cantidades de al menos miligramos) a partir de una variedad de equipamientos incluyendo
botellas rotatorias, matraces giratorios, placas de cultivo tisular, un biorreactor o un fermentador.
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Un complejo de fusion proteinica expresado se puede aislar y purificar mediante métodos conocidos. Tipicamente, el
medio de cultivo se centrifuga o se filtra y a continuacién el sobrenadante se purifica mediante cromatografia de
afinidad o inmunoafinidad, p. ej. cromatografia de afinidad de proteina A o proteina G o un protocolo de
inmunoafinidad que comprende el uso de anticuerpos monoclonales que se unen al complejo de fusion expresado
tal como un TCR conectado o una regiéon inmunoglobulinica del mismo. Las proteinas de fusién de la presente
invencion se pueden separar y purificar mediante una combinacién apropiadas de técnicas conocidas. Estos
métodos incluyen, por ejemplo, métodos que utilizan la solubilidad tales como precipitacion con sales y precipitacion
en disolvente, métodos que utilizan la diferencia en el peso molecular tales como didlisis, ultrafiltracion, filtracion en
gel y electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS, métodos que utilizan una diferencia en la carga
eléctrica tales como cromatografia de intercambio idnico, métodos que utilizan afinidad especifica tales como
cromatografia de afinidad, métodos que utilizan una diferencia en la hidrofobia tales como cromatografia de liquidos
de alta resolucion en fase inversa y métodos que utilizan una diferencia en el punto isoeléctrico, tales como
electroforesis de enfoque isoeléctrico, columnas de afinidad a metales tales como Ni-NTA. Véase generalmente
Sambrook y cols. y Ausubel y cols. anteriormente, para una divulgacion relativa a estos métodos.

Se prefiere que las proteinas de fusion de la presente invencidon sean sustancialmente puras. Esto es, las proteinas
de fusién se han aislado de sustituyentes celulares que la acompafan naturalmente de modo que las proteinas de
fusion estén presentes preferiblemente en al menos 80% o 90% a 95% de homogeneidad (p/p). Las proteinas de
fusion que tienen al menos de 98 a 99% de homogeneidad (p/p) son las mas preferidas para muchas aplicaciones
farmacéuticas, clinicas y de investigacion. Una vez sustancialmente purificada, la proteina de fusion debe estar
sustancialmente libre de contaminantes para aplicaciones terapéuticas. Una vez parcialmente purificadas o hasta
sustancialmente purificadas, las proteinas de fusion solubles se pueden usar terapéuticamente, o para realizar
ensayos in vitro o in vivo segun se divulga en la presente. La pureza sustancial se puede determinar mediante una
variedad de técnicas estandar tales como cromatografia y electroforesis en gel.

Los complejos de fusion de TCR solubles de la invencién contienen dominios de TCR que estan suficientemente
truncados de modo que el complejo de fusion de TCR se pueda secretar al medio de cultivo después de la
expresion. Asi, un complejo de fusién de TCR truncado no incluira regiones ricas en residuos hidrofobos,
tipicamente los dominios transmembranarios y citoplasmicos de la molécula de TCR. Asi, por ejemplo, para una
molécula de TCR truncada preferida de la invencion, preferiblemente desde aproximadamente la cisteina final hasta
el residuo C-terminal de la cadena R y desde aproximadamente la cisteina final hasta el residuo C-terminal de la
cadena a de la molécula de TCR no se incluyen en el complejo de fusién de TCR truncado.

Los presentes complejos de proteinas de fusion son adecuados para el uso in vitro o in vivo con una variedad de
células que son cancerosas o estan infectadas o que pueden ser infectadas por una o mas enfermedades.

Descripcion detallada

La interleucina-15 humana (hIL-15) es transpresentada a células efectoras inmunitarias por la cadena a del receptor
de IL-15 humana (hIL-15Ra) expresada sobre células que presentan antigeno. IL-15Ra se une a hIL-15 con alta
afinidad (38 pM) principalmente a través del dominio Sushi extracelular (hlL-15RaSu). Aqui se demuestra que los
dominios de hIL-15 y hIL-15RaSu se pueden usar como un andamiaje para construir complejos de fusién de
multiples dominios. Se formaron complejos de fusidon de receptores de células T (TCR) tanto bivalentes como
biespecificos usando este andamiaje a través de la combinacion de diversos dominios de TCR monocatenarios (sc)
fusionados a los extremos N de las cadenas de hlL-15 y hlL-15RaSu. En estas fusiones, los dominios de scTCR
retienen la actividad de union a antigeno y el dominio de hiL-15 exhibe unién al receptor y actividad biologica. Las
fusiones de scTCR bivalentes exhibian una capacidad de unién a antigeno mejorada debido a la avidez de unién
molecular incrementada mientras que las fusiones que comprenden dos dominios de scTCR diferentes eran capaces
de unir dos complejos de péptido cognado/MHC. Las moléculas biespecificas que contienen dominios de scTCR y
scCD8all también exhiben una unién significativamente mayor a complejo de péptido cognado/MHC que las
moléculas de scTCR bien bivalentes o bien monovalentes, demostrando que el andamiaje IL-15:IL-15Ra exhibe la
flexibilidad necesaria para soportar la interacciéon de multiples dominios con una diana dada. Sorprendentemente,
también se podrian formar TCR funcionales al coexpresar las cadenas a y 3 de TCR separadamente como fusiones
con los dominios de hiL-15 y hiL-15RaSu. Finalmente, se muestra que el dominio de hlL-15 fusionado se puede
manipular a través de mutaciones sitioespecificas para proporcionar actividad de citocina superagonista o
antagonista. Conjuntamente, estas propiedades indican que los dominios de hIL-15 y hIL-15RaSu se pueden usar
como un andamiaje funcional versatil para generar nuevas moléculas inmunitarias elegidas como diana.

Los dominios de IgG, particularmente el fragmento Fc, se han usado satisfactoriamente como andamiajes dimeros
para un numero de moléculas terapéuticas incluyendo farmacos bioldgicos aprobados. Por ejemplo, el etanercept es
un dimero de receptor de factor de necrosis tumoral a (TNF-a) p75 humano soluble (sTNFa) conectado al dominio
Fc de IgG1 humana. Esta dimerizacidon permite que el etanercept sea hasta 1.000 veces mas potente para inhibir la
actividad de TNF-a que el sSTNFR monémero y proporciona la fusion con una semivida sérica cinco veces mas larga
que la forma monémera. Como resultado, el etanercept es eficaz en la neutralizaciéon de la actividad proinflamatoria
de TNF-a in vivo y la mejora de los resultados de pacientes para un numero de diferentes indicaciones
autoinmunitarias.
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Ademas de su actividad de dimerizacion, el fragmento Fc también proporciona funciones efectoras citotoxicas a
través de la activacion y la interaccion del complemento con receptores de Fcy presentados sobre células asesinas
naturales (NK, por sus siglas en inglés), neutrofilos, fagocitos y células dendriticas. En el contexto de anticuerpos
terapéuticos anticancerosos y otras proteinas de fusion de dominio de anticuerpo-Fc, estas actividades
probablemente representan un papel importante en la eficacia observada en modelos tumorales animales y en
pacientes con cancer. Sin embargo, estas respuestas efectoras citotoxicas pueden no ser suficientes en un numero
de aplicaciones terapéuticas. Asi, ha habido un interés considerable en mejorar y expandir la actividad efectora del
dominio Fc y desarrollar otros medios para incorporar respuestas inmunitarias citoliticas, incluyendo actividad de
células T, a la zona enferma a través de moléculas terapéuticas dirigidas a una diana. Se han usado dominios de
IgG como un andamiaje para formar anticuerpos biespecificos para mejorar la calidad y la cantidad de productos
generados por la tecnologia de fusion de hibridomas tradicional. Aunque estos métodos evitan los inconvenientes de
otros andamiajes, ha sido dificil producir anticuerpos biespecificos en células de mamifero en niveles suficientes
para soportar el desarrollo y el uso clinico.

En un esfuerzo por desarrollar un nuevo andamiaje multimero inmunoestimulante derivado de ser human, los
presentes inventores se centraron en el uso de dominios de IL-15 humana (hIL-15) y receptor de IL-15. hiL-15 es un
miembro de la pequefia familia de haz de cuatro hélices a de citocinas que se asocia con la cadena a del receptor
de hIL-15 (hIL-15Ra) con una alta afinidad de unién (constante de disociacion en equilibrio (KD) ~10™"" M). El
complejo resultante se transpresenta a continuacion a los complejos de receptor de IL-2/15 humana R/cadena y
comun (hIL-15RRyC) presentados sobre la superficie de células T y células NK. Esta interaccion citocina/receptor da
como resultado la expansion y la activacion de células T y células NK efectoras, que representan un papel
importante en la erradicacion de células viralmente infectadas y malignas. Normalmente, hiL-15 y hIL-15Ra se
coproducen en células dendriticas para formar complejos intracelularmente que posteriormente son secretados y
expuestos como moléculas heterodimeras sobre superficies celulares. Asi, las caracteristicas de las interacciones
de hIL-15 y hiL-15Ra sugieren que estos dominios de unién intercatenarios podrian servir como un nuevo andamiaje
inmunoestimulante derivado de ser humano para elaborar moléculas dimeras solubles capaces de una union
especifica para la diana. En la presente, los inventores describen la generacion y la caracterizaciéon de un nimero de
proteinas de fusion que comprenden dominios de receptor de células T (TCR) y unién a CD8 para demostrar la
viabilidad de usar el andamiaje de hlL-15:hIL-15Ra para crear tanto homodimeros solubles con una afinidad de
union funcional incrementada hacia antigenos diana como heterodimeros para complejos proteinicos especificos de
multiples sitios. Los presentes inventores también han mostrado que estas proteinas de fusion retienen una potente
actividad de hlL-15 capaz de estimular respuestas de células efectoras inmunitarias.

En la presente, los inventores demuestran los usos potenciales de un andamiaje basado en hiL-15:hIL-15RaSu para
crear nuevas moléculas dimeras. Los complejos dimeros de proteinas de fusion retenian la actividad bioldgica
inmunoestimulante y especifica para una diana de sus dominios de hiL-15 y dominios de unién, indicando que la
adicion de hIL-15 y hIL-15Ra no alteraba significativamente la ordenacion espacial de los dominios de fusion y
proporcionaba un grado adecuado de flexibilidad de conformacion sin afectar a la actividad de la citocina. Asi, este
andamiaje se podria usar para formar complejos de fusion multivalentes, tales como el dimero de c264scTCR, para
incrementar la afinidad de union global de las moléculas, o moléculas biespecificas, tales como el heterodimero de
c264scTCR/c149scTCR. En todos los casos, las proteinas de fusién solubles se producian a niveles relativamente
altos en un cultivo de células CHO recombinantes (mg por litro en sobrenadante de cultivo celular sin cribado u
optimizacion intensivos de la linea celular) y se podrian purificar faciimente de los sobrenadante de cultivo celular.
Los presentes inventores también han demostrado que la utilidad del andamiaje basado en hIL-15:hIL-15RaSu se
podria extender para crear moléculas bicatenarias biolégicamente activas solubles, tales como TCR a/R, al fusionar
los dominios extracelulares de las dos cadenas polipeptidicas a los extremos N de hIL-15 y hIL-15RaSu. Este
formato daba como resultado una diminucién moderada en la actividad de hIL-15, posiblemente debido a
impedimento estérico entre las cadenas o/f3 de TCR interplegadas fusionadas a los extremos N distales del complejo
hIL-15:hIL-15RaSu y el sitio de unién a hiL-15RRByC situado en el medio del complejo. Son posibles otros formatos y
se pueden generar usando métodos habituales.

El andamiaje basado en hlL-15:hIL-15RaSu también se us6 para generar un heterodimero OT1scTCR/scCD8 en el
que los dominios de CD8 a/R y TCR son capaces de unirse al mismo complejo de pMHCI pero en sitios
espacialmente distintos. Estudios previos que usan reactivos de pMHCI solubles han determinado que CD8
estabiliza y mejora las interacciones TCR:pMHCI en la superficie celular a través de efectos tanto sobre la
disociacion como sobre la asociaciéon. Este efecto es importante para determinar la dependencia de las células T
sobre la actividad correceptora de CD8, de modo que el requerimiento de CD8 para la activacion de células T
especifica de pMHCI esta inversamente correlacionado con la afinidad de TCR:pMHCI. Sin embargo, varios estudios
de unién que usan proteinas de CD8 a/R, TCR y pMHCI purificadas solubles han mostrado que las interacciones
TCR:pMHCI no se ven afectadas por la presencia o ausencia de CD8, sugiriendo efectos de unién no cooperativos.

Los resultados de los presentes estudios basados en células y de union a SPR con el heterodimero
OT1scTCR/scCD8 estan en contraste con estos informes previos al mostrar que los dominios TCR y CD8 expuestos
en la misma molécula soluble exhibian una actividad de unién a péptido/MHC mucho mejor que la que se observaba
con moléculas que soportan dominios de TCR monovalentes o divalentes. Este efecto se refleja tanto en una
disociacion mas lenta como en una asociacion mas rapida del complejo heterodimero pMHCI:OT1scTCR/scCD8, de
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acuerdo con las observaciones para la union de pMHCI a moléculas de CD8 y TCR sobre células T. Asi, el
heterodimero OT1scTCR/scCD8 imita la union del OT1 TCR sobre células T, que exhibe una fuerte dependencia de
la actividad de correceptor CD8 para interacciones con pMHC. Estos resultados indican que el heterodimero
scTCR/scCD8 vy variantes de esta molécula podrian servir como herramientas muy Utiles para analizar
adicionalmente interacciones moleculares entre el complejo TCR:pMHCI:CD8 terciario en un sistema libre de
células. Ademas, los reactivos basados en el heterodimero scTCR/scCD8 con actividad de unién a pMHCI mejorada
podrian tener utilidad para detectar la presentacion de antigenos sobre células enfermas, sin la necesidad de mutar
el dominio de TCR para una afinidad de unién incrementada.

Los resultados de los presentes experimentos de SPR sobre las fusiones OT1scTCR difieren de los presentados por
Alam y cols., donde se observaba que la afinidad de uniéon de heterodimero de OT1TCRa/f monovalente al
complejo de péptido de OVA/H-2Kb inmovilizado era aproximadamente 6 puM. En los presentes estudios, los
inventores fueron incapaces de detectar la union a péptido de OVA/H-2Kb del monémero OT1scTCR/birA y el
dimero OT1scTCR/birA exhibia una KD aparente de 30 uM. Es posible que el OT1 TCR pierda actividad de unién
cuando se le da formato como una molécula Va-conector-VR-CR monocatenaria. Sin embargo, los presentes
inventores observaron una actividad equivalente cuando se comparaba OT1scTCR/birA y una construccion
bicatenaria. Por otra parte, estudios previos han mostrado que los tetrameros de OVA/H-2Kb con mutaciones Kb que
anulan la union a CD8 exhiben poca o ninguna actividad de unién especifica a células que soportan OT1 TCR
incluso cuando se usaban concentraciones altas de tetrameros, sugiriendo interaccion de baja afinidad entre OT1
TCR y su pMHCI cognado. En contraste, los tetrameros de péptido de OVA/H-2Kb sin las mutaciones de union a
CD8 eran capaces de tefiir brillantemente células que soportaban OT1 TCR, de acuerdo con la capacidad de CD8
para mejorar la actividad de union a OT1 TCR observada en este estudio.

El andamiaje basado en hIL-15:hIL-15RaSu se puede explotar de forma muy parecida al dominio Fc del andamiaje
de IgG para generar productos terapéuticos dirigidos a dianas multivalentes o multiespecificos. Con su potente
actividad para estimular la proliferacion y la activacion de células NK y células T con memoria CD8+ efectoras, el
dominio hlL-15 amplia el alcance de mecanismos inmunoterapéuticos potenciales mas alla de la citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos y la activacion del complemento asociadas con enfoques basados en IgG. Usando
enfoques similares a los usados para manipular la actividad del dominio Fc de moléculas de IgG, los presentes
inventores demuestran que el dominio IL-15 se puede mutar para incrementar o disminuir su actividad funcional. Los
presentes inventores muestran que la molécula de fusion hiL-15:hIL-15RaSu que contiene una mutacion N72D en el
dominio IL-15 exhibe un incremento de 3-4 veces en la actividad bioldgica, mientras que la mutacion IL-15 D8N
exhibe poca o ninguna actividad. Aunque las proteinas de fusién basadas en superagonistas de IL-15 podrian servir
como productos inmunoterapéuticos dirigidos a una diana para cancer y enfermedades infecciosas, un antagonista
de IL-15 capaz de inhibir células sensibles a IL-15 en la zona enferma puede tener un potencial terapéutico para
tratar rechazo de aloinjertos y enfermedades autoinmunitarias inflamatorias, particularmente si las células T con
memoria CD8 representan un papel en la patologia de la enfermedad. Ya se ha mostrado que una proteina
antagonista de mutante de IL-15/Fcy2a no dirigida a una diana es eficaz para inhibir el rechazo de islotes y
aloinjertos cardiacos y prevenir el desarrollo y la progresion de la artritis en modelos en animales experimentales.
Son posibles enfoques similares con dominios antagonistas de IL-15 en el contexto de las proteinas de fusion hiL-
15:hIL-15RaSu. Ademas, bajo ciertas circunstancias, puede ser deseable tener un andamiaje funcionalmente inerte
para la generacion de moléculas multimeras. Por ejemplo, se ha encontrado que las fusiones scTCR/hIL-
15:scTCR/hIL-15RaSu que contienen una mutacion IL-15 D8N, que elimina interacciones con IL-15RRy,
proporcionan mejor tincion especifica para antigeno de TCR de células que despliegan complejo de receptor de IL-
15.

Aunque los presentes inventores se han dirigido a TCR y moléculas de CD8 como dominios de eleccién como diana
con propositos de demostracion en la presente, se entiende que el andamiaje hlL-15:hIL-15RaSu se podria usar
para construir otras nuevas moléculas con dominios proteinicos derivados de anticuerpos, moléculas de adherencia
u otros receptores. También es posible crear fusiones de dominios proteinicos a los extremos C de la hlL-15 e hIL-
15RaSu que, basandose en la estructura cristalina, son accesibles para la modificacién. Las moléculas resultantes
pueden contener hasta cuatro capacidades de reconocimiento de dianas diferentes. Con los socios de fusion
apropiados, estos tipos de moléculas pueden promover la conjugacion de células efectoras inmunitarias y células
diana y conseguir una destruccion eficaz de las células diana. Ademas, el dominio IL-15 del complejo puede
aumentar mas estos procesos al proporcionar actividad inmunoestimulante para apoyar la proliferacion de células
efectoras y la citotoxicidad. Una variedad de moléculas multifuncionales basadas en este concepto se usan como
agentes inmunoterapéuticos anticancerosos y antivirales.

Previamente, el pobre nivel de expresion en un sistema de células de mamifero estandar limitaba el desarrollo de
hIL-15 recombinante como un producto terapéutico. Segin se demuestra en la presente, se puede conseguir la
expresion de complejos scTCR/hIL-15:scTCR/hIL-15RaSu a niveles capaces de apoyar el desarrollo clinico y
potencialmente la comercializacién del producto. Ademas, se ha mostrado que la cadena IL-15Ra mejora la
actividad in vivo de hIL-15, sin limitarse por el mecanismo, posiblemente al mejorar la farmacocinética de la citocina.
Estas dos caracteristicas de complejos hIL-15:hIL-15RaSu, en combinacién con su naturaleza multivalente y/o el
disefo de eleccion como diana multiespecifico, proporciona una oportunidad de capturar todo el potencial de hIL-15
como un agente inmunoterapéutico contra el cancer y las infecciones virales.
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Segun se proporciona en los Ejemplos, se encontré que los complejos de proteinas de fusion hlL-15:hIL-15RaSu
que comprenden dominios Fc de inmunoglobulina tienen ventajas adicionales. La asociacion de los dominios Fc
permite la generacion de moléculas multicatenarias capaces de interacciones multivalentes y multiespecificas. De
hecho, los complejos de proteinas de fusion de la invencién que comprenden los multiples dominios del mismo
scTCR exhibian una actividad de unién a antigeno mejorada con respecto a la esperada basandose en la actividad
de la fusién de scTCR dimera. En algunos casos, el complejo de fusion de la invencidon es capaz de unirse a y
activar tanto células inmunitarias portadoras de IL-15RRyC y células inmunitarias portadoras de receptor de Fc,
permitiendo una potente actividad inmunoestimulante. Se encontré que el complejo de proteinas de fusion de la
invencion que comprende dos dominios exhibia mejor actividad de IL-15 que la esperada cuando se comparaba con
otras proteinas de fusion de IL-15. Adicionalmente, el complejo de proteinas de fusion de la invencion era mas eficaz
para mediar en la citotoxicidad celular dependiente de Fc de anticuerpo contra células diana que presentan
péptido/MHC que la proteina de fusion TCR-IgG1. La actividad mejorada puede haber sido el resultado de una union
mejorada de los complejos de proteina de fusion al complejo de péptido/MHC y/o el incremento de reactividad para
células efectoras que exponen receptores de Fc o receptores de IL-15. Por otra parte, a través de analisis por
mutagénesis, se encontré que cada uno de los dominios TCR, IL-15 e IgG Fc de los complejos de proteinas de
fusion se podrian manipular faciimente e independientemente para alterar su unién y actividad funcional para
proporcionar un complejo multiespecifico con los efectos bioldgicos deseados.

Se demostré6 que los complejos de proteinas de fusidon de la invencién tienen un perfil farmacocinético
significativamente mejor en mamiferos que IL-15 libre. Ademas, basandose en el perfil farmacocinético similar
observado con diferentes métodos de analisis, los complejos de proteinas de fusidon permanecen intactos in vivo
como una molécula multicatenaria sin evidencia de escision o disociacion de la cadena de polipéptido.
Adicionalmente, se muestra que los complejos de proteinas de fusion de la invencion son capaces de mediar en la
actividad antitumoral contra tumores tanto portadores como no poradores de dianas en animales y exhibian una
eficacia antitumoral mas potente que rhiL-15 administrada en una dosis molar equivalente. Por otra parte, el
tratamiento con dosis eficaces de las proteinas de fusién era bien tolerado en estos modelos en animales.

Ejemplo 1 - Construccion de vectores de expresion que contienen genes de fusion c264scTCR/hulL15RaSushi-
hulgG1y c149scTCR/hulL15N72D.

La proteina de fusién denominada molécula T2 (T2M) consiste en un polipéptido multicatenario (Figura 1). En una
realizaciéon de la invencién, uno de estos polipéptidos comprende una fusién entre un dominio de unién a proteina e
IL-15 (o variantes de IL-15) segun se divulga en el documento W0O2008143794. Un segundo polipéptido de T2
comprende una fusién entre un dominio de unién a proteina, un dominio IL-15Ra y un dominio de inmunoglobulina.
Alternativamente, la proteina de fusién de dominio de unién a proteina-IL-15 se puede conectar ademas a un
dominio de inmunoglobulina. Los dominios de inmunoglobulina preferidos comprenden regiones que permiten la
interaccion con otros dominios de inmunoglobulina para formar proteinas multicatenarias. Por ejemplo, las regiones
de cadena pesada de inmunoglobulina, tales como Cp2-Cx3 de IgG1, son capaces de interactuar para crear la
region Fc. Dominios de inmunoglobulina preferidos también comprenden regiones con funciones efectoras,
incluyendo actividad de unién a receptor de Fc o proteina del complemento, y/o con sitios de glicosilacion. En
algunas realizaciones, los dominios de inmunoglobulina de la molécula T2 contienen mutaciones que reducen o
aumentan la actividad de union al receptor de Fc o al complemento o la glicosilacion, afectando de ese modo a la
actividad biolégica de la proteina resultante. Por ejemplo, se podrian usar dominios de inmunoglobulina que
contienen mutaciones que reducen la unién a receptores de Fc para generar moléculas T2 con una actividad de
union inferior a células que soportan receptores de Fc, lo que puede ser ventajoso para reactivos disefiados para
reconocer o detectar antigenos especificos para TCR.

La construccion de un vector de expresion que contiene el TCR monocatenario para p53 (aa 264-272) (denominado
¢c264scTCR) fusionado a dominio IL-15Ra sushi humano (hulL15RaSushi) y regiones constantes de IgG1 humana
(hulgG1 Cp1-Cx2-Cy3) se llevd a cabo como sigue. El fragmento génico c264scTCR/hulgG1 se retird del vector
pNEF38-c264scTCR/hulgG1 previamente construido mediante digestion restringida con Pacl y Miul. El fragmento
génico se purificé en gel y se ligd a vector pMSGV digerido con las mismas enzimas de restriccion, dio como
resultado la construccién denominada pMSGV-c264scTCR/hulgG1. Un fragmento de ADN que contenia el promotor
de CMV se purific6 de pcDNA3.1 después de la digestion con Nrul y Hindlll. Este fragmento se ligé en pMSGV-
¢c264scTCR/hulgG1 que se habia digerido con Pacl y rellenado con ADN polimerasa para crear extremos romos y a
continuacion se digirié con Hindlll. La construccion resultante se denominé pMC-c264scTCR/hulgG1. Un fragmento
génico hulL15RaSushi procedente del pNEF38-c264scTCR/hulL15RaSushi previamente construido (véase el
documento WO2008143794) se amplificé con el cebador delantero:

5-TGTTGGGAATTCATCACGTGCCCTC-3' (SEQ ID N°: 6)
y el cebador trasero:
5-TGGTGTGAATTCTCTAATGCATTTGAGACTGG-3' (SEQ ID N°: 7)

mediante KOD Hot Start DNA Polymerase (EMD) bajo las siguientes condiciones de PCR: 95°C, 2 min., 1 ciclo;
95°C, 20 s, 65°C, 20 s; 70°C, 20 s, 35 ciclos; 72°C, 10 min., 1 ciclo. El producto de PCR del gen IL15RaSushi
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humano se purificd en gel y se digirid con EcoRI. El gen se ligé en pMC-c264scTCR/hulgG1 que se habia digerido
con EcoRI. La clonacion del fragmento de ADN que codifica el dominio IL15RaSushi humano en el pMC-
¢c264scTCR/hulgG1 daba como resultado un gen de fusién c264scTCR/hulL15RaSushi-hulgG1 que comprendia la
siguiente secuencia: 3'-lider de cadena pesada de inmunoglobulina - 264 TCR V-a - conector de péptidos - 264 TCR
V- - TCR C-B humana - IL15RaSushi humana - cadena pesada de IgG1 humana. El vector resultante
(PMC.c264scTCR-Su/lgG1.PUR), mostrado en la Figura 2, que contenia el inserto génico IL15RaSushi humano
correcto se identific6 basandose en la PCR de diagndstico y se reconfirmé mediante secuenciacion de ADN. Las
secuencias del gen y la proteina c264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1 se muestran en la Figura 3 y la Figura 4,
respectivamente.

Se construy6 un vector de expresion diferente que contenia la fusion génica c264scTCR/hulL15RaSushi-hulgG1 que
carecia de los sitios EcoRlI internos (y las secuencias codificantes correspondientes). Para este vector, una porcion
del fragmento génico c264scTCR se amplificd a partir del vector c264scTCR/hulgG1 con el cebador delantero:

5'GTACGACTTAATTAACTCGAGCCACCATGGAGACAGACACACTCCTGTTATGGS' (SEQ ID N°: 8)
y el cebador trasero:
5'CTTCCCGTTAACCCACCAGCTCAGCTCCACGTGS' (SEQ ID N°: 9).

El resto de la regidon constante de TCR 3 del fragmento génico c264scTCR se amplifico a partir del vector
¢c264scTCR/hulgG1 con el cebador delantero:

5'CTGGTGGGTTAACGGGAAGGAGGTGCACAGTGGGGTC3' (SEQ ID N°: 10)
y el cebador trasero:
5'GAGGGCACGTGATGTCTGCTCTACCCCAGGCCTC3' (SEQ ID N°: 11)

El fragmento génico hulL15RaSushi se amplificé a partir del vector c264scTCR/hulL15RaSushi con el cebador
delantero:

5'GTAGAGCAGACATCACGTGCCCTCCCCCCATG3' (SEQ 10 N°: 12)
y el cebador trasero:
5'CCTTGGTGCTAGCTCTAATACATTTGAGACTGGGGGTTGTCC3' (SEQ ID N°: 13).

El fragmento génico de la regién constante de cadena pesada de hulgG1 se amplificé a partir del vector
¢c264scTCR/hulgG1 con el cebador delantero:

5'CCAGTCTCAAATGTATTAGAGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCS' (SEQ 10 N°: 14)
y el cebador trasero:
5'GTAATATTCTAGACGCGTTCATTATTTACCAGGAGACAGGGAGAGGCTCTTCS3' (SEQ ID N°: 15).

Los productos resultantes que contenian la secuencia de la region constante de 3 de TCR y el gen hulL15RaSushi
se usaron como plantillas para generar un fragmento génico mediante PCR usando el cebador delantero:

5'CTGGTGGGTTAACGGGAAGGAGGTGCACAGTGGGGTC3' (SEQ ID N°: 10)
y el cebador trasero:
5'CCTTGGTGCTAGCTCTAATACATTTGAGACTGGGGGTTGTCCSI' (SEQ ID N°: 13)

El producto de PCR resultante y el fragmento génico de hulgG1 sirvieron como plantillas para generar un gen de
fusion TCRRc/hulL15RaSushi/hulgG1 mediante PCR con el cebador delantero:

5'CTGGTGGGTTAACGGGAAGGAGGTGCACAGTGGGGTCS3' (SEQ ID N°: 10)
y el cebador trasero:
5'GTAATATTCTAGACGCGTTCATTATTTACCAGGAGACAGGGAGAGGCTCTTC3' (SEQ 10 N°: 15)

El producto de PCR c264scTCR se digirid con Pacl y Hpal y el gen de fusion TCRRc/hulL15RaSushi/hulgG1 se
digiri6 con Hpal y Nsil. Los fragmentos génicos digeridos se ligaron en vector de retrovirus pMSGV que contenia
promotor de CMV. El vector resultante se denominé ¢c264scTCR/Sushi/higG1-pMSGVc o pMSGVc264Sulg (Figura
5). Las secuencias del gen y la proteina c264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1 se muestran en la Figura 6 y la Figura
7, respectivamente.
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La generacion de vectores de expresion que producen una fusion entre el dominio de unién a TCR monocatenario
(es decir c264scTCR) e IL-15 (o variantes de IL-15) se ha divulgado en el documento WO2008143794. Variantes de
IL-15 particularmente utiles son las que reducen o eliminan la actividad biologica de IL-15 o que incrementan la
actividad biolégica de IL-15. Por ejemplo, variantes de IL-15 humanas con sustituciones en la posicion 72 (es decir
sustituciéon N72D) pueden incrementar la actividad bioldgica de 5 a 10 veces. Variantes de IL-15 se proporcionan en
la tabla posterior:

Mutantes | Posicion 8 61| 65|72 | 108 Unién al receptor de Unién a Actividad de
IL15RRyc IL15Ra Proliferacion
D DIN|N]|] Q + + +
*1 WT aa 8 N - + _
*2 8 8 A - + -
*3 8 61 A - + -
*4 61 65 D - + -
*5 65 65 A - + -
*6 65 72 0 3+ + 3+
*8 72 72 R - + -
*9 72 108 - + -
*10 108 8+ N A - + -
65
*11 8 + 65 8+ A - + -
108
*12 8 +108 8+ S R - + -
65

* referencia

Los complejos de proteinas de fusion que comprenden variantes de IL-15 que se describen en la tabla
inmediatamente anterior se caracterizaron por su capacidad para unirse a antigeno especifico de TCR, p53 (aa264-
272)/HLA-A2.1. Para generar células que presentan p53 (aa264-272)/HLA-A2.1, células T2 positivas a HLA-A2.1 (2
x 10%/ml) se cargaron con 20 pM de péptido p53 (aa264-272) a 37°C en presencia de 1 x PLE (Altor Bioscience)
durante 2-3 h. Células T2 que no se incubaban con péptido y células 32DR que expresan IL-2/15RRByc sirven como
controles. Las células T2 cargadas con péptido p53, células T2 de control o células 32DR (2 x 10°/100 yl) se
incubaron a continuacion durante 30 min. a 4°C con 320 nM de los siguientes complejos de proteinas de fusion
dimeros: 1) ¢c264scTCR/hulL15+c264scTCR/hulL15RaSushi, 2)
¢c264scTCR/hulL15D8A+c264scTCR/hulL15RaSushi 'y  3) ¢264scTCR/hulL15D8N+c264scTCR/hulL15RaSushi.
Estos complejos se generaron al incubar 160 nM de proteina de fusion c264scTCRhulL15 purificada y 160 nM de
proteina de fusién c264scTCRhulL15RaSushi purificada a 4°C durante 3 horas. Después de la tincion, las células se
lavaron una vez con tampoén de lavado (PBS que contenia 0,5% de BSA y 0,05% de azida sodica) y se tifieron con
0,5 pg de anticuerpo monoclonal de ratén anti-TCR CR humana (BF1) en 100 yl de tampoén de lavado durante 30
min. a 4°C. Las células se lavaron una vez y se tifieron con 0,5 ug de estreptavidina conjugada a R-ficoeritrina en
100 pl de tampon de lavado durante 30 min. a 4°C. Las células se lavaron y se resuspendieron para el analisis
mediante citometria de flujo.

El complejo ¢c264scTCR/hulL15D8A+c264scTCR/hulL15Sushi y el complejo
¢c264scTCR/hulL15D8N+c264scTCR/hulL15Sushi  exhibian  una  actividad  equivalente al  complejo
¢c264scTCR/hulL15+c264scTCR/hulL15Sushi para tefiir especificamente células T2 cargadas con péptido p53.
Estos resultados indican que los dominios scTCR multivalentes son completamente funcionales en cada uno de
estos complejos de fusion. Los complejos de proteinas de fusién que comprende variantes de IL-15 (D8A y D8N) no
muestran actividad de unién a los receptores IL-15RRyc presentes sobre las células 32DR. Se llevaron a cabo
estudios similares de unién a receptores IL-15RRByc con otras proteinas de fusién que comprendian variantes de IL-
15 y se resumen en la Tabla 1. Los resultados indican que las proteinas de fusion y los complejos de proteinas de
fusion de la invencién que comprenden variantes de IL-15 retienen actividad para reconocer complejos péptido/MHC
y exhiben una actividad de unién reducida o incrementada para receptores IL-15RRyc.
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Para ciertas moléculas T2, es util tener multiples dominios de unién diferentes fusionados a los componentes IL-15 e
IL-15Ra. En un ejemplo para ilustrar la actividad de tales moléculas, un dominio TCR monocatenario (llamado
c149scTCR), especifico para el péptido p53 (aa 149-157) presentado en el contexto de HLA-A2, se conecté al
dominio IL-15N72D y la proteina de fusidon resultante se coexpres6 con la proteina de fusion
¢c264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1 para producir una proteina T2 multicatenaria con dominios de unién a
c264scTCR y c149scTCR.

Para generar el gen de fusion c149scTCR/IL15N72D, un fragmento génico c149scTCR (TCR-a, conector, TCR-R y
fragmento constante de TCR-3) se amplificé a partir del vector de expresion c149scTCR/hulgG1 con el cebador
delantero:

5'GACTTCAAGCTTAATTAAGCCACCATGGACAGACTTACTTCTTCS3' (SEQ ID N°: 16)

y el cebador trasero:

5-CTTCCCGTTAACCCACCAGCTCAGCTCCACGTG-3' (SEQ ID N°: 9)

El resto de la regién constante de TCRR del vector c149scTCR/hulgG1 se amplificd con el cebador delantero:
5'CTGGTGGGTTAACGGGAAGGAGGTGCACAGTGGGGTC3' (SEQ ID N°: 10)

y el cebador trasero:

5'CACCCAGTTGTCTGCTCTACCCCAGGCCTC3' (SEQ 10 N°: 17)

El gen hulL15N72D se amplificé a partir del vector de expresion c264scTCR/hulL15N72D con el cebador delantero:
5'CTGGGGTAGAGCAGACAACTGGGTGAATGTAATAAGTGATTTGS' (SEQ ID N°: 18)

y el cebador trasero:

5'CCTCATGCATTCGAATCCGGATCATTAAGAAGTGTTGATGAACATTTGGS' (SEQ ID N°: 19)

Los productos resultantes que contenian la secuencia de la region constante de TCR B y el gen hulL15N72D se
usaron como plantillas para generar un fragmento génico mediante PCR usando el cebador delantero:

5"CTGGTGGGTTAACGGGAAGGAGGTGCACAGTGGGGTCS3' (SEQ 10 N°: 10)
y el cebador trasero:
5'CCTCATGCATTCGAATCCGGATCATTAAGAAGTGTTGATGAACATTTGG3' (SEQ 10 N°: 19)

El producto de PCR ¢149scTCR se digirié con Pac | y Hpa | y el producto de PCR TCRRc/hulL15N72D se digirio con
Hpa | y BstB |. Los fragmentos génicos digeridos se ligaron en un vector de retrovirus pMSGV que contenia
promotor de CMV. El vector resultante se denominé c¢149scTCR/IL15N72D-pMSGVn o pMSGV-c149IL15N72D
(Figura 8). Las secuencias del gen y la proteina c149scTCR/hulL15N72D se muestran en la Figura 9 y la Figura 10,
respectivamente.

Ejemplo 2 - Generacion de lineas de células hospedadoras transfectadas que producen proteinas de fusion.

Los vectores de expresion se pueden introducir en una variedad de lineas de células hospedadoras mediante varios
métodos de transformacion, transfeccion o transduccion diferentes. En uno de tales métodos, células CHO-K1 (5 x
105) se sembraron en una placa de 6 pocillos y se cultivaron durante la noche en una incubadora de CO,. Las
células se transfectaron con 5 pg de vector de expresion que contenia los genes de fusion c264scTCR/hulL15N72D
usando 10 pl de reactivo Mirus TransIT-LT1 (Mirus) segun el protocolo del fabricante. Las células se seleccionaron
con 4 mg/ml de G418 (Invitrogen) un dia después de la transfeccion. Las células resistentes a G418 se expandieron
y las células que expresaban proteina de fusion TCR/IL15 se subclonaron tres veces mediante la dilucion limitativa y
se cribaron lineas celulares de produccion basandose en el nivel de proteina de fusién soluble secretada al medio de
cultivo mediante ELISA especifico para TCR y hulL15 con un anticuerpo de captura, anticuerpo anti-TCR CR
humana (BF1), y un anticuerpo de deteccion, anticuerpo anti-IL-15 humana biotinilado (BAM 247, R&D Systems)
descrito previamente (véase el documento WO02008143794). A continuacion, la linea celular que producia
c264scTCR/IL15N72D se transdujo con el vector retroviral pseudotipado que contiene el gen de fusion
¢c264scTCR/hulL15RaSushi-hulgG1 como sigue.

Para producir el vector retroviral pseudotipado, se cultivaron 2 x 10° de las células de empaquetamiento 293GP en
un plato de 10 cm revestido con polilisina (BD Bioscience) durante 2 dias a 37°C en una incubadora de CO,. A
continuacion, las células se cotransfectaron usando Lipofectamine 2000 (Invitrogen) con 9 pg del plasmido pMC-
¢c264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1 y 4 g del plasmido pMD-G que codifica la proteina de envuelta VSV-G. El
sobrenadante que contenia virus se recogié 48 h después de la transfeccion y el residuo celular se retiré haciendo
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pasar a través de un filtro de poli(fluoruro de vinilideno) de 0,45 uM. El virus se aplico a las células productoras de
¢c264scTCR/IL15N72D (1 x 10° células/pocillo en una placa de 6 pocillos) en presencia de 10 pyg/ml de polibreno
(Sigma-Aldrich). Las células se seleccionaron con 10 pug/ml de puromicina y 2 mg/ml de G418 2 dias después de la
transduccion. Las células resistentes a puromicina y G418 se expandieron y las células que expresaban complejo de
proteinas de fusién T2 se subclonaron tres veces mediante la dilucion limitativa y se cribaron lineas celulares de
produccién basandose en el nivel de proteina de fusién soluble secretada al medio de cultivo usando un ELISA
especifico para hulgG1/hulL15 con un anticuerpo de captura, anticuerpo anti-lgG humana (Jackson
ImmunoResearch), y el anticuerpo de deteccién, anticuerpo anti-IL-15 humana biotinilado (BAM 247, R&D Systems).

Ejemplo 3 - Generacion y purificacion de proteinas de fusion T2.

Se cultivaron lineas celulares que expresan c264scTCR/hulL15N72D y c264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1 bajo
condiciones de crecimiento (es decir 25-37°C durante de 5 a 28 dias en matraces de cultivo, matraces rotatorios o
agitadores a pequefia escala o en biorreactores de fibra hueca, de bolsa mezclada por ondas o de depésito agitado
a gran escala o recipientes y reactores de cultivo equivalentes) para producir la molécula T2 como una proteina
soluble en el medio de cultivo. Para purificar la molécula T2, se ajusté el pH del medio de cultivo y se cargé en una
columna de inmunoafinidad que contenia un anticuerpo anti-TCR (BF 1) covalentemente acoplado a Sepharose. La
columna se lavo y las moléculas T2 se eluyeron con 0,5 M de citrato Na pH 4,0. La proteina eluida se concentré y el
tampon se intercambid en solucion salina tamponada con fosfato (PBS) y a continuacién se cargé en una columna
de rProtein A-Sepharose. Después de las etapas de lavado, la proteina se eluyd con 0,5 M de citrato Na pH 4,0 y a
continuaciéon el tampdn se intercambio en PBS. La proteina resultante se caracterizé mediante SDS-PAGE con
tincion de Coomassie y cromatografia de exclusion por tamafio.

Bajo condiciones de SDS-PAGE reductoras, la proteina T2 purificada migré6 como dos bandas de polipéptido
correspondientes a los pesos moleculares esperados de los componentes c264scTCR/hulL15N72D y
¢c264scTCR/hulL15Sushi/hulgG1  en comparacion con las proteinas de fusion ¢264scTCR/hulgG1 'y
¢c264scTCR/hulgG1ACH1 purificadas que migran a bandas simples esperadas de moléculas homodimeras (Figura
11). Bajo condiciones desnaturalizadoras no reductoras, la banda de c264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1 migra a un
peso molecular de acuerdo con el polipéptido dimero mientras que la banda de c264scTCR/hulL15N72D esta de
acuerdo con su forma mondmera (Figura 11). Mediante cromatografia de filtracion en gel con exclusion por tamafio,
la proteina T2 natural se eluia al peso molecular esperado de una molécula tetracatenaria (2 x
c264scTCR/IL15N72D, 2 x ¢264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1) (Figura 12). Estos resultados confirman que la
molécula T2 exhibe una conformacion multicatenaria de acuerdo con las interacciones entre los dominios
hulL15N72D y hulL15RaSushi e interacciones covalentes entre la hulgG1 segun se muestra en la Figura 1.

Métodos de expresion en células de mamifero y purificacion por cromatografia de afinidad similares se usaron para
general otros complejos de proteina T2 descritos en la presente.

Ejemplo 4 - Caracterizacion in vitro de las actividades de unién de la molécula T2

Se llevaron a cabo ensayos in vitro para caracterizar las actividades de unién de los dominios de la molécula T2 y
comparar estas actividades con las de otras moléculas de fusion. Para caracterizar el dominio 1gG1, pocillos de
microvaloracion se revistieron con anticuerpo anti-lgG1 humana y se aplicaron a los pocillos cantidades molares
equivalentes de proteina T2 purificada, compuesta por las cadenas c¢264scTCR/hulL15N72D vy
¢c264scTCR/hulL15Sushi/hulgG1, o proteina de fusion c264scTCR/hulgG1 purificada. Después de las etapas de
union y lavado, las proteinas unidas se detectaron con anticuerpo anti-lgG1 humana bajo condiciones de ELISA
estandar.

Los resultados del ensayo mostrado en la Figura 13 demuestran que el dominio IgG1 de la molécula T2 muestra
actividad de unién a anticuerpo equivalente al dominio comparable de la fusién TCR/IgG1, indicando que el dominio
IgG1 de T2 retiene una conformacién natural. EI dominio TCR de la molécula T2 se ensamblé de un modo similar.
Se capturaron cantidades molares equivalentes de proteinas de T2 o c264scTCR/hulgG1 en los pocillos revestidos
con Ab anti-lgG1 humana y se detectaron con anticuerpo anti-TCR CR humana (W4F).

Segun se muestra en la Figura 14, la proteina T2 exhibia una reactividad doble que la proteina c264scTCR/hulgG1
para el anticuerpo anti-TCR. Esto se espera dada la composicién de la proteina de fusion de TCR tetracatenaria de
la molécula T2 en comparacion con la composiciéon homodimera de la fusion c264scTCR/hulgG1. Se evalud la
actividad de unién a péptido/MHC de los dominios TCR de la molécula T2. Se capturaron cantidades molares
equivalentes de T2 (compuesta por las cadenas c264scTCR/hulL15N72D y c264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1) o
proteinas c264scTCR/hulgG1 sobre pocillos revestidos con Ab anti-lgG1 humana y se detectaron con tetrameros de
péptido p53 (aa 264-272)/HLA-A2 estreptavidina-HRP. Segun se muestra en la Figura 15, la proteina T2 exhibia una
actividad de unién 3 veces superior que la proteina c264scTCR/hulgG1 para el reactivo de péptido/MHC. Esto era
inesperado ya que, basandose en su estructura y reactividad con Ab anti-TCR (véase la Figura 14), se anticipaba
que la proteina T2 solo exhibia una actividad de unién a TCR 2 veces superior que c264scTCR/hulgG1. Asi, la
estructura molecular de T2 proporciona una mejor actividad de unién especifica de antigeno que la esperada
basandose en los componentes individuales. Esta actividad de unién mejorada puede ser el resultado de menos
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interferencia estérica, mejores efectos de avidez, interacciones cooperativas y/o un mejor ajuste de conformacion
entre el dominio TCR y el antigeno de péptido/MHC.

Ejemplo 5 - Caracterizacion de la actividad biolégica del dominio IL-15 de T2

También se evalud la actividad del dominio IL-15 de la molécula T2. Los pocillos de microvaloracion se revistieron
con anticuerpo anti-IL-15 humana y se aplicaron a los pocillos cantidades molares equivalentes de proteina T2
purificada, compuesta por las cadenas c264scTCR/hulL15N72D y c264scTCR/hulL15Sushi/hulgG1, o proteina de
fusion c264scTCR/hulL15N72D purificada. Después de las etapas de unién y lavado, las proteinas unidas se
detectaron con anticuerpo anti-IL-15 humana bajo condiciones de ELISA estandar.

Segun se muestra en la Figura 16, la proteina T2 exhibia una reactividad incrementada (1,6 veces superior) en
comparacion con la fusién c264scTCR/hulL15N72D para el Ab anti-IL15, segun se espera basandose en la hipotesis
de que cada molécula T2 contiene dos dominios IL-15. La actividad biolégica del dominio IL-15 de las moléculas T2
se caracteriz6 adicionalmente en ensayos de proliferacion que usan la linea celular 32DR dependiente de citocinas.
Para medir la proliferacién celular, se incubaron células 32DR (2 x 10* células/pocillo) con concentraciones
crecientes de proteina T2 (compuesta por las cadenas c264scTCR/hulL15N72D y c264scTCR/hulL15Sushi/hulgG1)
o proteina de fusion c264scTCR/hulL15N72D durante 48 h a 37°C. Se afiadio el reactivo de proliferacion celular
WST-1 (Roche Applied Science) durante las Ultimas 4 h de crecimiento celular segun los procedimientos del
fabricante. La conversion de WST-1 en el colorante formazano coloreado mediante células metabdlicamente activas
se determind a través de medidas de absorbancia a 440 nm.

Segun se muestra en la Figura 17, la proteina T2 exhibe una actividad biolégica 3 veces superior que la proteina de
fusion c264scTCR/hulL15N72D. Esto era inesperado ya que, basandose en su estructura y reactividad con Ab anti-
IL-15 (véase la Figura 16), se anticipaba que la proteina T2 solo exhibia una actividad de IL-15 2 veces superior que
¢c264scTCR/hulL15N72D. Conjuntamente, estos resultados ilustran un numero de ventajas para el formato molecular
de T2 al proporcionar una actividad de unién a TCR y una actividad biolégica de IL-15 incrementadas que no se
observaban con estos componentes solos en el contexto de otros formatos de proteina de fusion.

La capacidad de la proteina T2 para promover la proliferacién de células inmunitarias sensibles a IL-15 se examind
en un modelo en primates. Monos cynomolgus (n = 2, 1 m, 1 h) fueron inyectados intravenosamente con proteina T2
purificada (compuesta por las cadenas c264scTCR/hulL15N72D y c¢264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1) en 0,5
mg/kg. Sangre extraida 5 dias mas tarde se tifid con respecto a marcadores de células T con memoria CD8 (CD8 y
CD95) y marcadores de células NK (CD56 y CD16) y se comparo con sangre extraida antes del tratamiento. Segun
se muestra en la Figura 18, el tratamiento con T2 daba como resultado una expansion de células T con memoria
CD8* CD95" (A) y células NK efectoras CD56"™ CD16" (B). Estos resultados estan de acuerdo con que la molécula
T2 exponga una potente actividad de IL-15 in vivo.

Ejemplo 6 - Caracterizacion de la unién y la actividad biolégica del dominio Fc de T2

The actividad de unién del dominio Fc de IgG1 de la molécula T2 se caracterizé en ensayos de unién celular.
Células U937 portadoras de receptor de Fc-y se incubaron con 33 nM de proteina T2 (compuesta por las cadenas
¢c264scTCR/hulL15N72D y ¢264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1), c264scTCR/hulgG1 o A2AL9scTCR/IgG1 (control
negativo) durante 20 min. Las células se lavaron una vez y se incubaron con tetramero de péptido p53 (aa 264-
272)/HLA-A2 conjugado a PE durante 20 min. La unién a receptores de Fc y en la superficie de células U937 se
analizé con citometria de flujo segun se muestra en la Figura 19A. También se llevaron a cabo estudios de unién a
U937 similares usando un intervalo de concentraciones de proteina y la intensidad fluorescente media para las
células tefidas se represento en la Figura 19B.

Los resultados de estos estudios indican que las células U937 se tifien mas eficazmente con las moléculas T2 que
las correspondientes proteinas de fusién c264scTCR/hulgG1, verificando la actividad de uniéon al receptor de Fc de
las moléculas T2. Para evaluar la actividad biologica de los dominios Fc, se determind la capacidad de la molécula
T2 para mediar en la actividad de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC). En este estudio, se
afadieron proteina T2, c264scTCR/hulgG1 o A2AL9scTCR/IgG1 (control negativo) a una placa de 96 pocillos en de
0,137 a 100 nM. Células diana T2 positivas a HLA-A2 se sometieron a impulsos con 10 uM de péptido p53 aa264-
272 y se etiquetaron con 50 ug/ml de calceina-AM. Las proteinas de fusion se mezclaron con 1 x 10* de la célula
diana por pocillo y se afiadieron 1 x 106/pocillo de PBMC humanas recientes. La placa se incubd a 37°C en una
incubadora de CO; durante 2 h y 100 yl del medio condicional se recogieron y se analizaron con respecto a la
calceina liberada de células sometidas a lisis. La calceina se cuantificé con un lector de fluorescencia Ex-485 nm,
Em-538 nm y Corte-530 nm. La lisis celular especifica se calcula con la siguiente féormula: Lisis Especifica = [exp-
(fondo-autoliberacion)] / [Liberacion completa-(fondo-autoliberacion)] x 100%. Exp=proteina de fusion+células T2
+PBMC; Fondo=medio solamente; Autoliberacién=células T2 solamente; Liberacién completa=células T2 + 0,5% de
Triton X-100.

Los resultados de determinaciones por triplicado por punto de datos se muestran en la Figura 20, donde se
caracterizaron dos lotes diferentes de las proteinas T2. Los resultados indican que la proteina T2 era mas eficaz
para mediar en la actividad similar a ADCC contra células diana que presentan péptido/MHC que la proteina de
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fusion TCR-IgG1. La actividad incrementada puede haber sido el resultado de la unién mejorada de las moléculas
T2 al complejo péptido/MHC y/o incrementar la reactividad para células efectoras que exponen receptores de Fc o
receptores de IL-15.

Ejemplo 7 - Caracterizacion de complejos péptido/MHC que se unen a moléculas T2 expuestos sobre células

Para evaluar la actividad de unién de proteina T2 a dianas de péptido/MHC sobre células, células T2 positivas a
HLA-A2 se sometieron a impulsos con diversas cantidades de péptido p53 aa264-272. A continuacion, las células se
incubaron con proteina T2 (compuesta por las cadenas c264scTCR/hulL15N72D y
¢c264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1), c264scTCR/hulgG1 o A2AL9scTCR/IgG1 (control negativo), cada una en 83
nM. Las células se incubaron con Ab anti-TCR biotinilado (BF 1) y estreptavidina-PE. A continuacion, las células se
analizaron mediante citometria de flujo segin se muestra en la Figura 21A. La intensidad fluorescente media para
las células tefiidas se representd en la Figura 21B.

Los resultados muestran que las moléculas T2 exhiben una capacidad mejorada para detectar complejos de péptido
p53/HLA-A2 sobre células en comparacion con la proteina de fusion c264scTCR/hulgG1. Estos resultados indican
que la proteina T2 es capaz de unirse mas eficazmente que las fusiones c264scTCR/hulgG1 a antigenos peptidicos
asociados a tumores sobre células diana.

Se esperan resultados similares usando moléculas T2 que comprenden dominios TCR especificos para otras dianas
de péptido/MHC. Por ejemplo, se sabe que diversos péptidos derivados de las proteinas asociadas a tumores
humanos; p53, gp100, MART1, MAGE-A3, PSMA, PSA, Her2/neu, hTERT, tirosinasa, survivina, WT1, PR1, NY-
ESO1, EGFR, BRAF y otros, se unen a moléculas de HLA y son dianas para respuestas de células T humanas a
través de interacciones con TCR. Adicionalmente, se han identificado TCR especificos para complejos de HLA que
exponen antigenos virales procedentes de HIV, HCV, HBC, CMV, HTLV, HPV, EBV y otros virus. Estos TCR podrian
estar fusionados a las proteinas de IL-15 o hulL15RaSushi y estar caracterizados por reactividad péptido/MHC sobre
las células que presentan antigeno cargadas con péptido apropiadas segun se describe anteriormente.

Ejemplo 8 - Caracterizacion de moléculas T2 que portadores de dos dominios TCR diferentes

Segun se indica anteriormente, es util tener multiples dominios de TCR diferentes fusionados a componentes IL-15,
IL-15Ra e IgG de la molécula T2. Esto permite que se presente una actividad de direccion a una diana del antigeno
en una proteina multicatenaria. Para demostrar la viabilidad de este enfoque, vectores de expresion c264scTCR-
Sushi-hlgG1-pMSGVc y ¢149scTCR-hIL15N72D-pMSGVn se cotransfectaron en células CHO cultivadas en medio
IMDM-10. El sobrenadante de cultivo se recogié después de 6 dias de cultivo de los transfectantes a temperatura
ambiente. Las moléculas T2 de ¢149scTCR/hulL15N72D y c264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1 se caracterizaron
con ELISA. Las moléculas T2 purificadas de ¢c264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1 y c264scTCR/hulL15N72D se
usaron como un control. En un ensayo para evaluar los dominios TCR, los pocillos se revistieron con Ab anti-TCR
humano (BF1), la proteina de fusion se afiadié y la proteina unida se detecté con Ab anti-TCR humano biotinilado
(W4F-BN).

Los resultados mostrados en la Figura 22 indican que los dominios TCR de moléculas T2 compuestas por
¢c149scTCR/hulL15N72D y ¢264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1 eran detectables por anticuerpos anti-TCR. Para
valorar los dominios IgG1 e IL-15 de las proteinas T2, se usa un ELISA comprendido por una captura con Ab caprino
anti-lgG humana y una deteccion con Ab anti-IL-15 humana descrito anteriormente.

Segun se muestra en la Figura 23, la molécula T2 compuesta por ¢149scTCR/hulL15N72D vy
¢c264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1 era detectable en este formato indicando la interaccion entre las cadenas
proteinicas que contienen los dominios IgG e IL-15N72D. La actividad del dominio c149scTCR también se examino
en un ELISA que usa captura con Ab anti-IgG humana y deteccion con tetrameros de péptido p53 (aa 149-157)/HLA-
A2 estreptavidina-HRP.

Se muestra en la Figura 24 que la molécula T2 compuesta por ¢149scTCR/hulL15N72D vy
¢c264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1 era detectable en este formato indicando que moléculas con un dominio IgG1
también tienen actividad de union al complejo péptido p53 (aa 149-157)/HLA-A2 a través de interacciones entre las
cadenas ¢149scTCR/hulL15N72D y c264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1. Ensayos adicionales que consistian en una
captura con Ab anti-lgG humana y una deteccion con los tetrameros bien péptido p53 (aa 149-157)/HLA-A2 o bien
péptido p53 (aa 264-272)/HLA-A2 o captura con Ab anti-TCR (BF1) y deteccion con Ab anti-TCR o Ab anti-IL15
verificaron que cada uno de los dominios estaba conectado funcionalmente en la proteina T2 compuesta por las
cadenas c264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1 y c149scTCR/hulL15N72D (Figura 24).

También se generaron moléculas T2 en las que estos dos dominios TCR se expresaban en las otras cadenas
proteinicas, es decir las cadenas c264scTCR/hulL15N72D y ¢c149scTCR/hulL15Sushi/hulgG1. La actividad de Fc y
TCR de estas moléculas se evalu6 después de la union a células U937 y la deteccion con tetrameros péptido p53
(aa 264-272)/HLA-A2 seguido por citometria de flujo.

Segun se muestra en la Figura 25, moléculas T2 compuestas por las cadenas c264scTCR/hulL15N72D vy
¢149scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1 eran capaces de unirse a receptores de Fc y sobre células U937 a través del

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2579077 T3

dominio Fc y reconocer complejo péptido p53 (aa 264-272)/HLA-A2 a través del dominio c264scTCR. Estos estudios
verifican que las moléculas T2 con multiples dominios TCR funcionales y dominios IL-15 e IL15Ra e IgG1 son
capaces de formar estructuras como las mostradas en la Figura 1.

Ejemplo 9 - Caracterizacion de la farmacocinética de proteina T2 en ratones y monos cynomolgus

Una importante limitacion con las terapias potenciales con IL-15 es la semivida biolégica muy corta de la citocina in
vivo. Para evaluar las propiedades farmacocinéticas bioldgicas de las moléculas T2 en un modelo en animales,
ratones transgénicos HLA-A2/Kb- (5 ratones/momento) fueron inyectados intravenosamente con proteina T2
(compuesta por las cadenas c264scTCR/hulL15N72D y c264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1) purificada en 135
pg/ratéon. El modelo de ratones transgénicos HLA-A2/Kb- se seleccion6 debido a que la presencia del dominio HLA-
A2.1, para el que este c264scTCR esta restringido, puede influir en la farmacocinética de la proteina y debe dar una
vision "humanizada" mas pertinente de la farmacocinética que otros modelos no humanos. En este estudio, se
recogio sangre alas 0, 1, 4, 8, 24, 48 y 72, 96 horas después de la inyeccion y los niveles de proteina T2 en el suero
se midieron mediante ELISA. Se usaron dos formatos de ELISA diferentes: 1) captura con Ab caprino anti-lgG
humana y deteccion con Ab anti-TCR humano (W4F-BN) o 2) captura con Ab caprino anti-lgG humana y deteccion
con Ab anti-IL-15 humana. Estos ensayos permiten la evaluacion de la estabilidad de la proteina intacta y el
complejo de proteina multicatenaria.

Segun se muestra en la Figura 26A, la molécula T2 tenia una semivida biolégica de aproximadamente 9 - 11 horas
después de la inyeccion intravenosa. Esta es considerablemente mas larga que la semivida de ~1 hora presentada
de IL-15 humana observada en ratones después de inyeccion IP (Stoklasek TA y cols. 2006. J. Immunol. 177: 6072).
Adicionalmente, la molécula T2 alcanzaba concentraciones séricas de acuerdo con la dosis aportada, mientras que
muy poco de la dosis administrada de IL-15 se recuperaba en el suero en el estudio presentado previamente
(Stoklasek TA y cols. 2006. J. Immunol. 177: 6072). Asi, la molécula T2 tiene un perfil farmacocinético
significativamente mejor que la IL-15 humana libre. Ademas, basandose en el perfil farmacocinético similar
observado con los dos ELISA, la proteina T2 permanecia intacta como una molécula multicatenaria sin evidencia de
escision.

Para valorar las propiedades farmacocinéticas bioldgicas de las moléculas T2 en un modelo en primates, monos
cynomolgus (n = 2, 1 m, 1 h) fueron inyectados intravenosamente con proteina T2 (compuesta por las cadenas
¢c264scTCR/hulL15N72D y c264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1) purificada en 0,5 mg/kg. En este estudio, se recogio
sangre alas 0, 1, 4, 8, 24, 48, 72, 96 y 120 horas después de la inyeccion y los niveles de proteina T2 en el suero se
midieron mediante ELISA. Se usaron tres formatos de ELISA diferentes: 1) captura con Ab anti-TCR humano (RF-1)
y deteccion con Ab caprino anti-IgG humana conjugado a HRP o 2) captura con Ab anti-IL-15 humana y deteccion
con Ab caprino anti-lgG humana conjugado a HRP o 3) captura con Ab anti-IL-15 humana y deteccidon con Ab anti-
TCR humano (W4F-BN). Estos ensayos muestran la evaluacion de la estabilidad de la proteina intacta y el complejo
de proteina multicatenaria.

Segun se muestra en la Figura 26B, la molécula T2 tenia una semivida biolégica de aproximadamente 4-6 horas
después de la inyeccion intravenosa. Esta es considerablemente mas larga que la semivida de ~1 hora presentada
de IL-15 observada en monos después de la inyeccion subcutanea (Villinger, F. y cols. 2004. Vaccine 22: 3510). Asi,
la molécula T2 parece tener un perfil farmacocinético significativamente mejor que IL-15 libre. Ademas, basandose
en el perfil farmacocinético similar observado con los tres ELISA, estos datos apoyan los datos farmacocinéticos en
murido que sugieren que la proteina T2 permanece intacta como una molécula multicatenaria sin evidencia de
escision.

Ejemplo 10 - Actividad antitumoral de moléculas T2 contra tumores humanos sélidos en un modelo en raton de
tumores xenoinjertados

Para determinar los efectos terapéuticos de la proteina T2, los presentes inventores examinaron la actividad
antitumoral en un modelo de crecimiento tumoral primario con la linea celular de melanoma p53+ HLA-A2+ A375
humana en ratones atimicos. Las células tumorales se inyectaron subcutaneamente en ratones atimicos y se dejo
que los tumores crecieran hasta 100 mm?® antes de que comenzara el tratamiento. Los ratones portadores de
tumores fueron inyectados intravenosamente con 32 pg/dosis (1,6 mg/kg) de proteina T2 compuesta por las cadenas
¢c264scTCR/hulL15N72D y c264scTCR/hulL15Sushi/hulgG1, 32 pg/dosis (1,6 mg/kg) de c264scTCR/hulL2 o 60
pg/dosis (3 mg/kg) de 264scTCR/hulgG1. Los ratones fueron tratados un dia si y uno no durante una semana (3
inyecciones) seguido por un periodo de reposo de 9 dias y a continuacién un dia si y uno no durante una semana
adicional (3 inyecciones). Durante el estudio, se midid el crecimiento tumoral y se representaron los volimenes de
los tumores (Figura 27). Los resultados se compararon con el crecimiento de tumores A375 en ratones tratados solo
con PBS.

Segun se muestra en la Figura 27, el crecimiento de tumores A375 se inhibid en ratones atimicos tratados bien con
molécula T2 o bien con proteinas de fusion TCR-IL2 o TCR-IgG. Estudios previos mostraron que los efectos
antitumorales de las proteinas de fusion TCR-IL2 o TCR-IgG especificas para p53 en este modelo eran el resultado
de dirigir la actividad del dominio efector a la zona del tumor a través del dominio TCR (Belmont y cols. 2006 Clin.
Immunol. 121 :29, Mosquera y cols. 2005 J. Immunol. 174:4781). Para valorar esta posibilidad, proteinas T2 con
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dominios TCR no dirigidos a una diana se probaron en el modelo en ratones de xenoinjertados con tumor A375. Una
disminucion en la eficacia de las moléculas T2 no dirigidas a una diana en comparaciéon con las proteinas T2
especificas de p53 contra el tumor A375 proporcionara una evidencia de que la eleccion como diana del antigeno
tumoral representa un papel en la actividad antitumoral de las moléculas T2.

Ejemplo 11- Caracterizacion de moléculas T2 con mutaciones en los dominios IL-15y Fc

Segun se divulga en el documento W02008143794, se pueden introducir mutaciones en el dominio IL-15 que
incrementen o disminuyan su capacidad para interactuar con las cadenas IL-15RRy y afectar a sus actividades
biolégicas. Por ejemplo, segun se indica anteriormente, la sustitucion N72D puede incrementar la actividad biolégica
de IL-15 de 5 a 10 veces. En otros casos, es util disminuir la actividad de IL-15 para proporciona funcién antagonista.
Para examinar los efectos de tales mutaciones en el contexto del formato molecular de T2, se generaron
construcciones c264scTCR/hulL15 que contenian sustituciones en las posiciones 8 (es decir, D8N) y 65 (es decir,
N65D) del dominio IL-15 y se coexpresaron con la proteina c264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1. Los complejos
resultantes de variante c264scTCR/hulL15 y cadenas c264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1 se probaron con respecto
a la actividad biolégica de IL-15 usando las células 32DR que se describen en el Ejemplo 5. Segin se muestra en la
Figura 28, las moléculas T2 que comprenden variante D8N y N65D de IL-15 exhibian una disminucion significativa
en su capacidad para apoyar la proliferacion de células 32DR en comparaciéon con las moléculas T2 que
comprenden el dominio N72D de IL-15 o las fusiones ¢264scTCR/hulL15. De acuerdo con los resultados del
Ejemplo 5, las moléculas T2 que comprenden el dominio N72D de IL-15 exhibian mas actividad de IL-15 que
cualquiera de las fusiones c264scTCR/hulL15N72D o c264scTCR/hulL15.

También se introdujeron mutaciones en el dominio Fc de IgG1 que previamente se mostraba que disminuian su
capacidad para interactuar con receptor de Fc y o complemento (Hessell, A. J., y cols. 2007. Nature 449: 101-1040).
Por ejemplo, la sustitucion de residuos de leucina en las posiciones 234 y 235 de la Cx2 de IgG1 (numeracion
basada en la secuencia de consenso del anticuerpo) (es decir, ... PEL L G G ... (SEQ ID N°: 1)) por residuos de
alanina (es decir, ...PE A A G G ... (SEQ 10 N° 2)) da como resultado una pérdida de unién al receptor de Fc y
mientras que la sustitucion del residuo de lisina en la posicion 322 de las C42 de IgG1 (numeraciéon basada en la
secuencia de consenso del anticuerpo) (es decir, ...KC KS L ... (SEQ ID N°: 3)) por un residuo de alanina (es decir,
..KCASL..(SEQID N° 4)) da como resultado una pérdida de activaciéon del complemento (Hessell, A. J., y cols.
2007. Nature 449: 101-1040, incorporada en la presente mediante referencia). Estas sustituciones se introdujeron en
la construccion  ¢264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1 'y la  proteina resultante se coexpres6 con
c264scTCR/hulL15N72D o las otras variantes de TCR-IL-15 descritas anteriormente. La capacidad de estos
complejos para mediar en la actividad de ADCC de PBMC humanas contra células diana T2 positivas a HLA-A2
cargadas con péptido p53 aa264-272 se evalué como se describe en el Ejemplo 6. Otras mutaciones que se sabe
que alteran la funcion de Fc se proporcionan, por ejemplo, en Lazar y cols., PNAS, 103 :4005-4010, 2006.

Segun se muestra en la Figura 29, el complejo de T2 que comprende las cadenas
¢c264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1-LALA y c264scTCR/hulL15N72D no era capaz de mediar en altos niveles de
actividad de ADCC de acuerdo con la pérdida de unién a receptor de Fc y exhibida por la variante Fc-LALA. En
contraste, los complejos que comprendian las cadenas ¢264scTCR/hulL15RaSushithulgG1-KA 'y
¢c264scTCR/hulL15N72D o las variantes de IL-15 (N65D o D8N) descritas anteriormente exhibian el mismo nivel de
actividad de ADCC que el complejo c264scTCR/hulL15Sushi/hulgG1-c264scTCR/hulL15N72D. Sin limitarse por el
mecanismo, estos datos también se esperan basandose en la probabilidad de que el dominio IL-15 y el dominio que
se une al complemento de Fc no estén implicados en la mediacién de la actividad de ADCC.

También se examinaron los efectos de las mutaciones de IL-15 y Fc sobre la capacidad de las moléculas T2 para
estimular respuestas de células NK'y T humanas. PBMC humanas en 1,8 a 5 x 10° células/ml se incubaron durante
4 dias a 37°C en medio que contenia 1 nM de moléculas T2 que comprendian las mutaciones descritas
anteriormente o con 10 ng/ml de IL-2 o IL-15 humana recombinante como control.

A continuacion, se evaluo la citotoxicidad de células NK usando células K-562 sensibles a NK después del etiquetaje
con 50 ug/ml de calceina-AM. Diversas relaciones de PBMC y células K-562 se mezclaron y se incubaron a 37°C en
una incubadora de CO; durante 2 h y se recogieron 100 ul del medio condicional y se analizaron con respecto a la
calceina liberada de células sometidas a lisis. La calceina se cuantificé con un lector de fluorescencia a Ex-485 nm,
Em-538 nm y Corte-530 nm. La lisis celular especifica se calcula con la siguiente férmula: Lisis especifica = [exp-
(fondo-autoliberacion)] / [Liberacion completa-(fondo-autoliberacion)] x 100%. Exp = células K-562 + PBMC; Fondo =
solamente medio; Autoliberacion = solamente células K-562; Liberacién completa = células K-562 + 0,5% de Triton
X-100.

Como se muestra en la Figura 30, la incubacion con la molécula T2 que comprende las cadenas
¢c264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1 y ¢264scTCR/hulL15N72D era capaz de estimular la actividad citotéxica de
células NK de PBMC humanas en comparaciéon con la observada después de la incubacién con medio solo.
Ademas, las moléculas T2 que comprenden las variantes LALA y KA del dominio Fc también eran capaces de
estimular la actividad de células NK mientras que las que comprenden sustituciones N65D o D8N en el dominio de
IL-15 tendrian poca o ninguna capacidad para estimular la citotoxicidad de células NK. De acuerdo con estos
resultados, la incubacion de PBMC humanas con moléculas T2 que comprenden las cadenas
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¢c264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1 y ¢264scTCR/hulL15N72D o aquellas con las variantes LALA y KA del dominio
Fc daban como resultado la proliferacion de células NK CD56+ mientras que las moléculas T2 que comprenden
sustituciones N65D o D8N de IL-15 no proporcionaban tanta actividad proliferativa de células NK (Figura 31). Estos
resultados se esperan basandose en la funcionalidad de cada uno de los dominios de IL-15.

Para algunas aplicaciones, pueden ser deseables interacciones disminuidas entre las moléculas T2 y los receptores
de IL-15 o Fc para reducir la unién no especifica a células portadoras de estos receptores. Para examinar esto,
moléculas T2 que contenian mutaciones de IL-15 y Fc se evaluaron con respecto al reconocimiento de células diana
especificas de TCR usando células T2 cargadas con péptido. La tincion celular con las moléculas T2 o el control
positivo de tetramero de c264scTCR-estreptavidina se realizé sobre células T2 con (T2.265) y sin péptido p53
cargado (T2) usando el método descrito en el Ejemplo 7 (Figura 32A). Basandose en la tincion de células no
cargadas, esta claro que la molécula T2 que comprende las cadenas c¢264scTCR/hulL15Sushi/hulgG1 y
¢c264scTCR/hulL15N72D muestra una union a células significativa en comparacion con los controles de tetramero
c264scTCR-estreptavidina o anticuerpo BF 1. La introduccion de las mutaciones LALA en Fc o N65D o D8N en IL-15
reducia esta union celular indicando que las interacciones con receptores tanto de Fc como de IL-15 representa un
papel en la unién al complejo T2. La combinacion de las mutaciones LALA de Fc y N65D o D8N de IL-15 reducia
adicionalmente la unién al complejo T2 de modo que la molécula que comprende c264scTCR/hulL15Sushi/hulgG1-
LALA y c264scTCR/hulL15D8N no mostraba unién a células T2 no cargadas por encima del control negativo de
anticuerpo BF1. También se efectud la tincion de células cargadas con péptido p53 mediante la introduccion de las
mutaciones de Fc o IL-15. Sin embargo, cuando se comparaba la intensidad de fluorescencia media de la tinciéon de
moléculas T2 para células cargadas frente a no cargadas con péptido (relacion especifica a no especifica), esta
claro que la molécula T2 que comprende las cadenas c264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1-LALA 'y
¢c264scTCR/hulL15D8N proporcionaba la especificidad de tincion mas alta para el antigeno del péptido p53 (Figura
32B). Estos resultados indican que las actividades de union de cada uno de los dominios TCR, IL-15 e IgG Fc de la
molécula T2 se puede manipular facilmente e independientemente para proporcionar un complejo multiespecifico
con la actividad biologica deseada.

En otros casos, es util modificar la actividad del dominio IL-15 y los dominios Fc de IgG para optimizar el indice
terapéutico y minimizar la toxicidad del complejo T2. Por ejemplo, complejos dirigidos a una diana que se basan en
parte en la actividad de ADCC para su efecto terapéutico pueden requerir la dosificacion a altos niveles (es decir, 1 -
20 mg/kg) que superaban el nivel de dosis tolerable del componente de IL-15. En tal caso, se espera que los
complejos que contienen una mutacion en el dominio IL-15 que reduce su actividad proporcionen mejor actividad
terapéutica y menor toxicidad. Son de particular interés moléculas T2 que contienen sustituciones N65D o D8N en el
dominio IL-15 descritas anteriormente u otras sustituciones incluyendo 16S, D8A, D61A, N65A, N72R, V104P o
Q108A, que se ha encontrado que reducen la actividad de IL-15.

Ejemplo 12 - Caracterizacion de moléculas T2 no dirigidas a una diana

En algunas aplicaciones, no es necesario dirigir el complejo T2 a antigenos especificos. En tales moléculas, los
dominios especificos del antigeno tales como los dominios que se unen a TCR se pueden inactivar mediante
mutaciones o se pueden eliminar completamente. Usando los métodos descritos en la presente, la actividad de tal
molécula que comprende las cadenas hulL15RaSushi’/hulgG1 y hulL15D8N denominada T2MATCR se comparé con
la molécula T2 que comprende las cadenas c264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1 y c¢264scTCR/hulL15N72D
(denominada T2M) y una molécula T2 que carece de la cadena hulgG1 (c264scTCR/hulL15Sushi vy
¢c264scTCR/hulL15N72D, denominada T2MAIg o dimero de c264scTCR). Cuando se prueba la capacidad para
apoyar el crecimiento de células 32D segun se describe en el Ejemplo 5, la T2MATCR exhibia una actividad de IL-
15 muy potente (Figura 33A) que era >24 veces la observada con IL-15 humana recombinante.

También se examind la capacidad de la T2MATCR para apoyar el crecimiento de células inmunitarias humanas.
PBMC humanas en 1 x 10° células/ml se incubaron con medio en presencia o ausencia de T2M (0,5 nM), T2MATCR
(0,5 nM) o T2MAIlg (1 nM) durante 7 dias. Las células se tifieron con anti-CD45RO y anti-CD8, o anti-CD8, anti-
CD95 y anti-CCR7, o anti-CD56 y anti-CD16, y se analizaron con FACScan. Los resultados promediados de 8
donantes diferentes mostrados en la Figura 33B indican que la T2MATCR y otras moléculas T2 podian estimular
eficazmente la expansién de diversos subgrupos de células T con memoria CD8+ y células NK incluyendo células T
de memoria efectoras. La actividad como células NK de estas células se examind usando los métodos descritos en
el Ejemplo 11. Resultados representativos de preparaciones de PBMC de 2 donantes mostrados en la Figura 33C
indican que la T2MATCR y otras moléculas T2 podian estimular eficazmente la actividad citolitica de células NK. En
general, estos resultados indican que la proteina T2MATCR es una potente molécula inmunoestimulante.

Ejemplo 13 - Actividad in vivo de moléculas T2

Para caracterizar adicionalmente la actividad inmunoestimulante de las moléculas T2, se probaron T2M, T2MATCR,
T2MATCR que carece del dominio CH1 de IgG1 (T2MATCRACH1), T2M con la mutaciéon LALA de Fc (T2MLALA) y
T2 con la mutacién D8N de IL-15 (T2MD8N) con respecto a su capacidad para inducir la expansion de células NK y
T CD8 en ratones C57BL/6. Ademas, se evaluaron los complejos ¢264scTCR/hulL15N72D,
¢c264scTCR/hulL15RaSushi y c264scTCR/hulL15N72D + c264scTCR/hulL15RaSushi.
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Los ratones fueron inyectados i.v. el dia 1 y 4 con las proteinas de fusién en una cantidad equivalente a una dosis de
2,5 ug de IL-15. El dia 8, se recogieron células sanguineas y esplenocitos, se tifieron con respecto a las células T
CD8 y las células NK y se analizaron mediante citometria de flujo. Los resultados mostrados en la Figura 34 indican
que las moléculas T2 son eficaces para expandir células NK y células T CD8 tanto sanguineas como esplénicas in
vivo. T2MLALA mostraba una actividad similar a T2M, sugiriendo que la unién a FcR y la sefializacion puede no
representar un papel significativo en la expansion de células NK 'y T CD8. El tratamiento con T2MD8N daba como
resultado una actividad disminuida cuando se comparaba con T2M, confirmando el hallazgo de que la mutaciéon D8N
disminuia la actividad inmunoestimulante de la molécula in vitro usando PBMC humanas. La eliminaciéon de TCR
(T2MATCR) y las eliminaciones de TCR y CH1 (T2MATCRACH1) mostraban una actividad disminuida. Estos
efectos se pueden haber debido a las semividas mas cortas de estas moléculas mas pequefias. Los complejos
¢c264scTCR/hulL15N72D, ¢c264scTCR/hulL15RaSushi y ¢264scTCR/hulL15N72D + ¢264scTCR/hulL15RaSushi
también mostraban una actividad in vivo reducida con relacién a la T2M, verificando los resultados in vitro que
indican que la molécula T2 es un compuesto inmunoestimulante mas potente.

Ejemplo 14 - Moléculas T2 multiespecificas

Para caracterizar adicionalmente la capacidad de los dominios de fusion Fc de IL-15 e IL-15Ra/IgG para actuar
como andamiaje para multiples dominios de union, se creé un complejo de proteinas de fusion (OT1-CD8-T2M) que
comprendia un dominio TCR monocatenario (OT1scTCR) especifico para péptido OVA aa257-264 restringido con H-
2K® (SIINFEKL (SEQ ID N°: 20)) conectado a hulL15N72D y un dominio CD8a/R monocatenario conectado a la
fusion hulL15RaSushi/hulgG1. ElI dominio CD8a/3 monocatenario comprende el dominio extracelular de CD8a
murina conectado a través de un conector de péptidos (G4S)s (SEQ ID N°: 21) al dominio extracelular de CD8R
murina. Esta bien caracterizado que CD8 se une a un sitio en la molécula de MHC distal con la interfase
péptido/MHC especifica de TCR. Asi, se espera que los dominios tanto OTscTCR como scCD8a/l3 del complejo
OT1-CD8-T2M interacttien en diferentes sitios en la molécula de OVA aa257-264/H-2K"-.

Para probar esto, la actividad de unién de OT1-CD8-T2M se comparé con la de la fusion OT1scTCR/hulL15N72D
mediante ELISA. Se capturaron cantidades molares iguales de cada proteina sobre un pocillo revestido con mAb
anti-ClR de TCR (H57) y se sondaron con tetrameros OVA aa257- 264/H-2Kb o mAbs para IL15, CD8a, CD8R o Va2
de TCR. También se realizaron ensayos con pocillos revestidos con anti-lg humana y se sondaron con anti-Va2 de
TCR.

Segun se muestra en la Figura 35A, la proteina OT1-CD8-T2M exhibia reactividad con anticuerpos anti-IL15, CD8a,
CD8R, Va2 de TCR e Ig humana. Habia una reactividad aproximadamente 3 veces superior hacia mAb anti-Va2 de
TCR que OT1scTCR/hulL15N72D, como se esperaba basandose en el formato multivalente del complejo de fusion
de T2M. Sin embargo, la fusion OT1scTCR/hulL15N72D mostraba poca o ninguna unién a tetrameros de OVA
aa257-264/H-2Kb mientras que la union era claramente evidente con la proteina OT1-CD8-T2M (Figura 35B). Estos
resultados indican que los dominios tanto OTscTCR como scCD8a/3 del complejo OT1-CD8-T2M se unen a la
molécula de OVA aa257-2641H-2Kb para proporcionar interacciones estables de alta afinidad.

Ejemplo 15 - Dominios IL-15:IL-15Ra como un andamiaje funcional

Preparacion de tetrameros de péptido/MHC clase | (PMHCI) - El gen H-2Kb murino se clond a partir de ARN total
extraido de linfocitos de raton C57BL/6 segun se describe anteriormente. La region extracelular se ligd al vector de
expresion de cadena pesada HLA-A*0201 (31) reemplazando la secuencia codificante de HLA-A*0201 (31). Los
vectores de expresion 32m, HLA-A*0201 y H-2Kb se transformaron individualmente en E. coli y la expresion de las
proteinas recombinantes se indujo segun se describe (31), y se expresaron como cuerpos de inclusion insolubles.
Las proteinas activas y solubles en el complejo con los péptidos se obtuvieron mediante el método del
replegamiento descrito en http://www.microbiology.emory.edu/altman/jdaWebSite_v3/ptetPrepOverview.shtml. Los
reactivos péptido p53 (aa264-272) y (aa149-157)/HLA-A*0201 se denominan A2/p53.264-272 y A2/p53.149-157,
respectivamente, y el péptido OVA (aa257-264)/H-2Kb se denomina Kb/OVA.257-264.

ELISA - Se revistieron inmunoplacas (Maxisorb, Nunc, Rochester, NY) con mAb (BF1) 8A3.31 para capturar
proteinas de fusion c264scTCR o con mAb H57-597 para capturar proteinas de fusion OT1scTCR. Después del
lavado, las proteinas se detectaron usando diversas sondas segun se detalla en la seccidon de Resultados. A
continuacion, se afiadio el sustrato ABTS (sal diamonica de 2,2'-azinobis[acido 3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico]) y se
midio la absorbancia a 405 nm usando un lector de placas de 96 pocillos (Versamax, Sunnyvale, CA).

Citometria de flujo - Para la caracterizacién de los complejos de proteinas de fusion c264scTCR, células T2 se
sometieron a impulsos con péptido p53 (aa264-272) a 37°C durante 2 h en presencia de mejorador cargado de
péptido (PLE, Altor BioScience Corp., Miramar, FL). Para los complejos de proteinas de fusion OT1scTCR, células
EL4 de linfoma murino se sometieron a impulsos con péptido OVA en 100 pug/ml y PLE a 37°C durante 6 h. Las
diversas proteinas de fusion de birA (complejadas con SA-PE) se afadieron y se incubaron a 4°C durante 1 h. Las
muestras se lavaron dos veces y se analizaron en un citdmetro de flujo FACScan usando el software CellQuest (BD
Biosciences, San Jose, CA).
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Para valorar la actividad de unién al dominio de IL-15, células 32D se incubaron con 320 nM de los complejos de
proteinas de fusién c264scTCR durante 30 min. a 4°C. La unién de las proteinas se detecté a su vez con mAb
8A3.31 biotinilado (BF1) durante 15 min. y SA-PE (5 pyg/ml de cada uno) durante 15 min. Las células tefidas se
analizaron mediante citometria de flujo como se describe anteriormente.

Ensayos de proliferacion celular - La proliferacion celular se midié como se describe previamente (25). Brevemente,
células 32DR (1 x 10° células/pocillo) se incubaron con concentraciones crecientes de muteinas scTCR/IL-15 o
scTCR/hIL-15 en presencia o ausencia de una concentracion molar igual de scTCR/hIL-15RaSu durante 48 h a
37°C. Se afiadi6 reactivo de proliferacion celular WST-1 (Roche Applied Science, Indianapolis, IN) durante las
Ultimas 4 h de crecimiento celular segun los procedimientos del fabricante. La conversion de WST-1 en el colorante
formazano coloreado por células metabdlicamente activas se determiné a través de medida de absorbancia a 440
nm. La ECsp se determin6é con la curva de respuesta a la dosis generada a partir de los datos experimentales
mediante ajuste de la curva de pendiente variable por regresién no lineal con el software Prizm4 (GraphPad
Software, La Jolla, CA).

Resonancia de plasmones superficiales - Las constantes de afinidad de las proteinas de fusion OT1scTCR para su
pMHCI cognado se determinaron usando la metodologia de resonancia de plasmones superficiales (SPR) en un
instrumento BlAcore 2000 (GE Healthcare, Piscataway, NJ). Complejos pMHCI biotinilados se inmovilizaron sobre la
superficie revestida con estreptavidina de un chip sensor de SA5 (GE Healthcare, Piscataway, NJ) al inyectar
proteina en 2 pg/ml en tampén de HBS (10 mM de HEPES, 150 mM de NaCl, 3,4 mM de EDTA, 0,005% de
tensioactivo P20, pH 7,4) a un caudal de 10 pl/min. Esto daba como resultado 1.000-1.200 RU de complejos pMHCI
inmovilizados.

Las proteinas de fusion OT1scTCR purificadas se diluyeron hasta 1 yM, 0,5 yM y 0,25 yM en HBS. Cada
concentracion se inyectd una vez (50 yl) a un caudal de 10 pl/min. sobre una superficie de pMHCI recientemente
inmovilizado asi como sobre una superficie de estreptavidina de control bloqueada con biotina (referencia) y se
registraron las curvas de unién. La constante de disociacion (Kp) y las velocidades de asociacion (kon) y disociacion
(koff) se calcularon a partir de las curvas de unién corregidas (restadas del valor de referencia) usando el software
BlAevaluation 4.1.1 (GE Healthcare Sciences, Piscataway, NJ).

Creacion de dimeros scTCR usando el andamiaje hlL-15:hIL-15Ra - Los presentes inventores han mostrado
previamente que se podia crear una proteina de fusion bifuncional biolégicamente activa, denominada
¢c264scTCR/hIL-15, al fusionar el extremo N de hIL-15 a un TRC quimérico restringido por HLA-A*0201, de tres
dominios, especifico para el antigeno del péptido p53 (aa264-272) (c264scTCR) (25) (Fig. 36A). Los presentes
inventores construyeron una proteina de fusion similar con c264scTCR y el dominio de unién a Sushi (aa 1-66) de
IL-15Ra humana (hIL-15RaSu), que se ha observado que contienen los elementos estructurales responsables de la
union a hiL-15. esta proteina de fusion se conecté genéticamente a una etiqueta peptidica birA para permitir la
biotinilacion y la posterior multimerizacion en presencia de estreptavidina (32). Esta proteina de fusién se denomina
¢c264scTCR/hIL-15RaSu/birA y su expresion y purificacion de células CHO eran similares a las de c264scTCR/hIL-15
(25). Estas proteinas de fusion se producen facilmente a un nivel de mg por litro de sobrenadantes de cultivo celular
(datos no mostrados).

Basandose en la alta actividad de unién especifica entre los dominios hiL-15 e hIL-15RaSu, los presentes inventores
anticiparon que las proteinas de fusién podian formar un complejo heterodimero. Ademas, el examen de la
estructura cristalina del complejo IL-15:IL15Ra humano indicaba que los extremos N de las dos proteinas estan en
extremos opuestos del complejo separados aproximadamente 50 A (33). De ahi que no se espere que la fusién de
los dominios scTCR a estas regiones bloquee la formacién del complejo.

Se observd una evidencia inicial de unién entre las proteinas de fusion c264scTCR/hIL-15 y ¢264scTCR/hIL-
15RaSu/birA en ELISA que usan la c264scTCR/hIL-15RaSu/birA unida a la placa para capturar proteinas hiL-15 y
¢c264scTCR/hIL-15 (25). Para caracterizar adicionalmente los complejos de proteinas de fusién c264scTCR dimeros
(denominados dimero de c264scTCR), se mezclaron cantidades molares iguales de proteinas de fusion
¢c264scTCR/hIL-15 y c264scTCR/hIL-15RaSu/BirA purificadas y se dejo que se asociaran a temperatura ambiente
durante mas de 10 min. Los complejos y las fusiones proteinicas individuales se evaluaron mediante cromatografia
de exclusion por tamafio.

Segun se muestra en la Figura 36B, las principales especies en las preparaciones de proteinas de fusion
¢c264scTCR/hIL-15 y c264scTCR/hIL-15RaSu/BirA purificadas exponian un perfil de SEC de acuerdo con proteinas
monomeras (peso molecular (PM) = 115 y 113 kDa, respectivamente) mientras que la mezcla de las dos proteinas
daba como resultado un pico principal con un peso molecular correspondiente a un complejo dimero (PM > 192
kDa). Asi, la aparicion de las especies de mayor peso molecular en las preparaciones del dimero de c264scTCR es
una evidencia de que se ha generado el complejo heterodimero.

El dimero de c264scTCR se comparé con proteina c264scTCR/BirA mondmera con respecto a su capacidad para
unirse al antigeno especifico de TCR, p53 (aa264-272)/HLA-A*0201. En cada caso, las proteinas se biotinilaron con
biotina ligasa seguido por complejacion con SA-PE (32) para generar reactivos de tincion de citometria de flujo
multimeros segun se describe previamente (32). Cuando se usan para tefiir células T2 positivas a HLA-A*0201
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sometidas a impulsos con concentraciones variables de péptido p53 (aa264-272), ambos reactivos exhibian una
union especifica para el antigeno que se incrementaba de un modo dependiente de la concentracion de péptido
(Figura 37A). Sin embargo, los reactivos de tincion que comprendian el dimero de c264scTCR tefian hasta tres
veces mejor que los homdlogos c264scTCR/birA derivados de mondmero (Figura 37B). Sin querer limitarse por el
mecanismo, estos datos sugieren que la dimerizacion a través de la interaccion IL-15:IL-15Ra conserva la actividad
funcional de los scTCR e incrementa la afinidad efectiva del complejo de fusion de scTCR a su HLA/péptido cognado
a través de una avidez incrementada. Se observaron resultados similares cuando la biotinilacion a través de la
etiqueta birA se dirigia al extremo C del scTCR/hIL-15 del complejo (datos no mostrados). Esto demuestra que los
extremos C del complejo son accesibles a la conjugacion a sondas moleculares de tamario significativo (el PM de la
estreptavidina es aproximadamente 60 kDa) sin interferir con los dominios de dimerizacion o de unién a antigeno del
complejo de proteinas de fusion.

Estos estudios se extendieron para examinar la posibilidad de generar moléculas biespecificas. Se creé un segundo
scTCR (c149scTCR) que reconoce un epitopo restringido por HLA-A*0201 de la proteina p53 humana que se
extiende desde los residuos de aminoacido 149 a 157 (24). Este scTCR se fusiond a hiL-15 y la proteina resultante,
denominada c¢149scTCR/hIL-15, se coexpresé en células CHO con la fusion c264scTCR/hIL-15aSu/birA. El
complejo de fusion observado en el sobrenadante del cultivo de células CHO recombinantes se inmovilizé usando un
anticuerpo anti-IL-15 y se sond6é mediante los tetrameros péptido p53 (aa264-272) o p53 (aa149-157)/HLA-A*0201.
Segun se muestra en la Figura 37C, el complejo de proteinas de fusidon capturado por anticuerpo anti-IL-15 era
capaz de unirse a ambos tetrameros de HLA cargados con péptido. El resultado demuestra que las moléculas de
scTCR individuales retienen la actividad funcional cuando se fusionan al andamiaje hIL-15:hIL-15RaSu vy la
ordenacion espacial del complejo hiL-15:hIL-15RaSu no interfiere significativamente con el empaquetamiento de los
dominios de scTCR que tienen un peso molecular individual de aproximadamente 40 kDa.

Para demostrar la amplia utilidad del andamiaje hlL-15:hIL-15RaSu para la dimerizacion de proteinas, los presentes
inventores crearon un segundo complejo de fusion de scTCR dimero al aparear dos TCR OT1 monocatenarios, uno
fusionado al extremo N de hIL-15 y otro al extremo N de la proteina hiL-15RaSu/birA. OT1 es un TCR bien
caracterizado que reconoce un epitopo de proteina OVA que se extiende a través de los residuos de aminoacido
257 a 264 en el contexto de H-2Kb murina (34). Se gener6é un gen TCR monocatenario OT1 (OT1scTCR) y se
fusiono a las construcciones hiL-15 y OT1scTCR/hIL-15RaSu/birA para la expresion de células CHO recombinantes.
Se encontré que las proteinas de fusién OT1scTCR purificadas por afinidad tenian actividad de uniéon a pMHCI en
ELISA usando anticuerpo anti-C3 H57 de TCR de ratdon como un reactivo de captura y tetramero H2Kb cargado con
péptido OVA (aa257- 264) marcado con HRP (Figura 42). Para distinguir la diferencia en la actividad de unién entre
el dimero OT1 scTCR y el monémero OT1 scTCR/birA, los presentes inventores efectuaron analisis por citometria
de flujo similares a los descritos anteriormente para los dimeros c264scTCR pero con células EL4 positivas a H-2Kb
cargadas con péptido OVA (aa257-264).

Segun se muestra en la Figura 38, los tetrameros de SA-PE que comprendian el dimero OT1scTCR en efecto se
tefiian significativamente mejor que los que comprendian fusiones OT1scTCR/birA mondmeras. Los presentes
inventores también realizaron ensayos de resonancia de plasmones superficiales para valorar la afinidad de union
del monémero y el dimero de OT1scTCR contra los complejos H2-Kb/birA cargados con péptido OVA (aa257-264)
biotinilados inmovilizados sobre un chip sensor de estreptavidina. Se estimé que la afinidad de unién aparente (KD)
del dimero OT1scTCR a los complejos péptido de OVA/H-2Kb era aproximadamente 30 yM, mientras que no se
observo union para la proteina de fusion OT1scTCR/birA mondémera (Tabla 1). Estos datos confirman que la
dimerizacion a través de la interaccion hiL-15:hIL-15Ra conserva la actividad biolégica de los scTCR e incrementa la
afinidad efectiva de la molécula de scTCR a sus complejos de pMHCI cognados a través de una avidez
incrementada.

Creacioén de un heterodimero OT1scTCR/scCD8 - Puesto que se ha demostrado previamente que la molécula CD8
representa un papel principal en la interaccion entre OT1 TCR y su complejo péptido de OVA/H2-Kb cognado (35-
37), el andamiaje hlL-15:hIL-15RaSu proporciona una oportunidad de valorar si la molécula CD8 mejora la afinidad
de union de OT1 TCR a péptido de OVA/H-2Kb expresado sobre la superficie celular y bajo condiciones libres de
células y libres de moléculas de adherencia. Para conseguir esto, los presentes inventores crearon en primer lugar
una molécula CD8 murina en formato monocatenario (scCD8) al fusionar los dominios extracelulares de las cadenas
ay 3 de la CD8 murina usando un conector flexible. Este gen de fusion se fusiond a la construccion hiL-15RaSu/birA
en un vector de expresion retroviral. A continuacion se usé retrovirus recombinante para infectar una linea celular
CHO que expresa la proteina de fusién OT1scTCR/hIL-15. El complejo de proteinas de fusion heterodimero se
purificéd del sobrenadante de las células CHO recombinantes cultivadas usando la cromatografia de afinidad basada
en anticuerpo anti-TCR segun se describe anteriormente. Esta proteina purificada se sometié a ELISA usando
anticuerpo anti-TCR como el reactivo de captura y los mAbs bien contra mCD8a o bien contra mCD8M} biotinilados
como sondas.

Segun se muestra en la Figura 39A, el complejo de fusidon inmovilizado en Ab anti-TCR contiene tanto la CD8a como

la CD8R vy, asi, indica la formacion de un heterodimero OT1scTCR/scCD8. Los presentes inventores usaron analisis

por citometria de flujo para comparar la actividad de unién del heterodimero OT1scTCR/scCD8 con el dimero

OT1scTCR para cantidades variables de complejos de péptido de OVA/H-2Kb expuestos sobre la superficie celular.

Segun se muestra en la Figura 39B, reactivos de tincion de SA-PE que comprenden el herodimero
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OT1scTCR/scCD8 podrian detectar facilmente complejos de péptido de OVA/H-2Kb sobre células EL4 cargadas con
tan poco como 10 ng/ml de péptido de OVA, mientras que se observaba poca o ninguna tincién a esta concentracion
de péptido cuando se usaban reactivos comparables que comprenden el dimero OT1scTCR. Se observé una tinciéon
superior del heterodimero OT1scTCR/scCD8 de fondo sobre células EL4 que no se sometian a impulsos con
péptido, sugiriendo que se estaban produciendo interacciones dependientes del péptido entre el dominio CD8 y las
moléculas de MHC sobre la superficie celular. Se han presentado efectos similares para tetrameros de pMHCI que
se unen a moléculas CD8 expresadas sobre células T (38).

Los resultados para interacciones especificas para péptidos del heterodimero OT1scTCR/scCD8 se confirmaron
adicionalmente mediante analisis por resonancia de plasmones superficiales. Se estimé que la afinidad de unién
(KD) del heterodimero OT1scTCR/scCD8 a los complejos de péptido de OVA/H-2Kb era 2,6 pM, que es
significativamente superior que los ~30 pM observados para el dimero OT1scTCR (Tabla 1, Figura 43). Ninguna
proteina de fusion mostraba uniéon a los complejos de péptido VSV/H- 2Kb de control.

La diferencia en la actividad de unién a pMHCI especifica es sorprendente dado que se espera que la naturaleza
bivalente del dimero OT1scTCR proporcione una afinidad funcional incrementada en este formato de ensayo.
Adicionalmente, estudios de union a SPR similares efectuados con proteinas TCR, CD8 o/ y pMHCI solubles como
componentes independientes mostraban solo interacciones débiles (KD 30-100 uM) entre la proteina CD8 y los
complejos péptido/H-2Kb y no efectos cooperativos evidentes de CD8 sobre interacciones TCR:péptido/H-2Kb (39-
41). Tomados conjuntamente, estos datos indican que la adicién del dominio CD8 o/ a la fusion OT1scTCR tiene
un mayor impacto sobre la unién a pMHCI que la creacion de la molécula OT1scTCR bivalente. Los resultados de
los presentes inventores demuestran ademas que el andamiaje hIL-15:hIL-15RaSu se podia usar para crear
moléculas biespecificas funcionales con la flexibilidad para alojar interacciones proteina-proteina complejas.
Ademas, los presentes inventores muestran por primera vez que una molécula de CD8 funcional se puede construir
como una molécula monocatenaria soluble y demuestran que el dominio scCD8 cuando se compleja con OT1scTCR
en una molécula heterodimera mejora interacciones TCR:pMHCI en condiciones libres de células sin la presencia de
otras moléculas de adherencia.

Creacion de heterodimeros de TCR a/3 funcionales - Segun se indica anteriormente, los extremos N de los dominios
hIL-15 e hIL-15Ra estan en extremos distales del complejo provocando preguntas en cuanto a si este andamiaje es
adecuado para fusiones a polipéptidos de una proteina multicatenaria. Para determinar si se podia construir un TCR
a/l} heterodimero biolégicamente activo soluble usando el andamiaje de hIL-15 y hIL-15RaSu, los extremos C-
terminales de los dominios OT1TCR Va-Ca y VR-CR extracelulares se conectaron a los extremos N de las cadenas
hlL-15 e hIL-15RaSu/birA, respectivamente. Basandose en las estructuras cristalinas de TCR o/ publicadas, se
espera que los aminoacidos C-terminales de Ca y CR de TCR de la molécula de OT1TCRa/f3 apropiadamente
plegada estén separados ~18 A (42). Los genes de fusion OT1 TCRa/hlL-15 y OT1 TCRRB/hIL-15RaSu/birA se
clonaron en dos vectores de expresion separados y se cotransfectaron en células CHO. El complejo de proteinas de
fusion secretado se purificé usando cromatografia de afinidad con mAb anti-CR de TCR segun se describe
anteriormente. Cuando se analizan mediante SDS-PAGE con tincion de Coomassie bajo condiciones reductoras, las
bandas de proteina purificadas migraban a 50 kDa, de acuerdo con el PM monémero calculado (40 kDa) de cada
una de las dos moléculas de fusién (datos no mostrados).

La proteina purificada se caracteriz6 adicionalmente en el ELISA funcional (captura con mAb anti-C3 de TCR: sonda
tetramero péptido de OVA/H2-Kb). Como se muestra en la Figura 40A, se encontré que la proteina purificada tenia
una actividad de unién a pMHCI equivalente a OT1 TCR en el formato monocatenario. Se observaron resultados
similares para fusiones hlL-15:hIL-15RaSu/birA a las cadenas Va-Ca y V3-CR del TCR 264 especifico para p53 (Fig.
40B). Intentos previos para producir heterodimeros de a/} TCR solubles en células de mamifero han sido en gran
parte insatisfactorios (43, 44). Asi, los resultados de los presentes inventores sugieren que las cadenas a y R de
TCR estaban plegadas apropiadamente a través de la asociacion de los dominios hIL-15 e hIL-15RaSu/birA dentro
de las células transfectadas. Curiosamente, la fusion al extremo N del andamiaje hiL-15:hIL-15RaSu es capaz de
proporcionar la ordenacion espacial suficiente para dominios de unién funcionalmente independientes segun se
observa con el complejo heterodimero de c264scTCR/c149scTCR mientras que retiene la flexibilidad para permitir el
plegamiento de cadenas estrechamente apareadas tales como las cadenas ay R de OT1 TCRy 264 TCR.

Actividad bioldgica del dominio hIL-15 para los complejos de fusion hiL-15:hIL-15RaSu - La capacidad de union al
receptor de IL-15 (IL-15RRyC) del dominio hlL-15:hIL-15Ra del dimero de c264scTCR se evalué mediante analisis
por citometria de flujo usando células 32DR que portan las cadenas hIL-15RR y yC murina (myC). Estos estudios se
llevaron a cabo usando dimeros c264scTCR que contienen el dominio hlL-15 silvestre, asi como dimeros con
dominios de muteina de hIL-15 que previamente se muestra que mejoran (N72D) o reducen (D8N) la union a la
cadena hIL-15RR (25). Adicionalmente los presentes inventores han demostrado que estas mutaciones no afectan a
la formacion del complejo hIL-15:hIL-15RaSu (25). Después de la incubacion con los dimeros c264scTCR, las
células 32DR se tifieron con mAb anti-TCR para detectar dimeros de proteinas de fusion unidos a células. Segun se
muestra en la Figura 41A, las células 32DR se tifieron positivamente mediante los dimeros c264scTCR que
contienen dominios hlL-15 silvestre o hIL-15N72D pero no con los que contienen el dominio hiL-15D8N, indicando
que la porcion IL-15:hIL-15RaSu del complejo retiene la actividad de unién a IL-15RRyC esperada.
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La actividad bioldgica de hlL-15 de los dimeros de proteinas de fusién también se examiné en ensayos de
proliferacion celular usando células 32DR. Segun se muestra en la Figura 42B, el dominio hIL-15 silvestre en los
formatos de fusidén monémero (fusiones scTCR/hIL-15) o dimero (scTCR/hIL-15:scTCR/hIL-15RaSu) era capaz de
apoyar el crecimiento de células 32D de un modo dependiente de la concentracion, que exhibe una estimulacion
semimaxima (EC50) a ~300 pM. Los dominios hIL-15N72D o D8N bien incrementaban o bien eliminaban la actividad
biolégica de las proteinas de fusion, respectivamente, independientemente de si estan presentes en las fusiones
mondmeras o dimeras. Estos resultados estan de acuerdo con la actividad funcional observada para la citocina IL-15
no fusionada que soporta las mutaciones N72D o D8N (25). Asi, la formacion del complejo de proteinas de fusion
que contiene dos dominios TCR independientes no cambia significativamente la actividad bioldgica del dominio IL-
15. En contraste, habia una pérdida de al menos 3 veces de actividad de IL-15 para el complejo heterodimero
OT1TCRa/ (datos no mostrados), sugiriendo que la formacion de la estructura de TCR heterodimera inhibe, en
algun grado, la capacidad del dominio hiL-15 para interactuar con hiL-15RBmyC. Adicionalmente, estos resultados
indican que el dominio hiL-15 se puede manipular faciimente para permitir una unién al receptor y una actividad
funcional mejoradas o reducidas, proporcionando asi flexibilidad para el uso del andamiaje hiL-15:hIL-15RaSu en
diferentes aplicaciones.

Ejemplo 16 - Perfil de toxicidad y actividad antitumoral de moléculas T2 en ratones inmunocompetentes

Para determinar los efectos in vivo adicionales de las moléculas T2, T2M que carece del dominio IgG1 CH1
(T2MACH1) y los complejos proteinicos T2MATCMCH1 no dirigidos a una diana, los presentes inventores
examinaron la toxicidad y la actividad antitumoral en ratones C57BL inmunocompetentes portadores de tumores.
Células tumorales murinas B16 (5 x 10%/ratén) o EG7 (1 x 10%/raton) fueron inyectadas subcutaneamente en ratones
C57BL/6NHsd el dia 0 del estudio. Los ratones portadores de tumores fueron inyectados intravenosamente los dias
1, 4, 8 y 11 del estudio con 51 0 25,5 ug/dosis de proteina T2 (compuesta por las cadenas c264scTCR/hulL15N72D
y ¢264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1), 47,7 pg/dosis de T2MACH1 (compuesta por las cadenas
¢c264scTCR/hulL15N72D y ¢264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1 CH2-CH3) (equivalente molar a 51 pg/dosis de
proteina T2), 16,6 o 8,3 pg/dosis de T2MATCMCH1 (compuesta por las cadenas hulL15N72D vy
hulL15RaSushi/hulgG1 CH2-CH3) (equivalente molar a 51 y 25,5 pg/dosis de proteina T2, respectivamente), o 1,2
pg/dosis de rhiL-15 (equivalente molar a 25,5 pg/dosis de proteina T2). Durante el estudio, se midieron los pesos de
los animales y los voliumenes de los tumores y se representan los resultados (Figuras 44A-B y 45A-B).

El tratamiento con las proteinas T2M, T2MACH1 y T2MATCMCH1 inhibia significativamente el crecimiento de
tumores B16 (Figuras 44A) y EG7 (Figuras 45A) en comparacion con el observado después del tratamiento con PBS
y cada uno de los complejos de proteinas de fusion era mas eficaz que rhlL-15 administrada a un nivel molar
equivalente. Adicionalmente, habia poco o ningun efecto toxicologico del tratamiento con T2M, T2MACH1 y
T2MATCMCH1 segun se media por cambios en el peso corporal de los ratones portadores de tumores (Figuras 44B
y 45B). Sin querer limitarse por el mecanismo, estos datos estan de acuerdo con la actividad inmunoestimulante in
vivo de estas moléculas en animales inmunocompetentes (Ejemplo 13).

Ejemplo 17 - Caracterizacion adicional de la actividad inmunoestimulante y antitumoral de T2M y derivados de la
misma

Para caracterizar adicionalmente complejos IL-15:IL-15Ra-Fc dirigidos a una diana, se generaron lineas celulares
CHO recombinantes que coexpresan las proteinas de fusion c264scTCR/hulL-15 y c264scTCR/hulL15Ra/IgG1 Fc.
En un caso, el dominio IgG1 humano contenia todo el dominio constante de cadena pesada (CH1-CH2-CH3) y en
un segundo caso, se us6 el dominio CH2-CH3 (es decir ACH1) o el dominio Fc, segun se indica anteriormente. La
secuencia proteinica del dominio CH2-CH3 o el dominio Fc de IgG1 humana se muestra en la Figura 46. Por
simplicidad, en este ejemplo, el complejo de superagonista c264scTCR/hulL15N72D:c264scTCR/hulL15Ra/IgG1
CH1-CH2-CH3 resultante se denomina moléculas T2 (T2M) y el complejo superagonista
¢c264scTCR/hulL15N72D:c264scTCR/hulL15Sus/IgG1 CH2-CH3 T2M2 (también anteriormente T2MACH1). La
ventaja de estos complejos es que la dimerizacion a través de los dominios Fc y las interacciones entre los dominios
IL-15 e IL-15Ra dan moléculas tetrameras que se dirigen a una diana capaces de unirse a células positivas a IL-
15RRBy y células positivas a receptor de Fc (FcR). Adicionalmente, la actividad de cada uno de estos dominios se
puede analizar mediante mutantes que reducen interacciones con los receptores cognados. Después de la
expresion soluble por células CHO recombinantes, estos complejos se purificaron hasta homogeneidad mediante
cromatografia de afinidad usando mAb anti-TCR CR-Sepharose y Protein A Sepharose. La cromatografia de
exclusion por tamafio indicaba que las moléculas migraban en el tamafio esperado para complejos intactos.

De forma similar al analisis descrito anteriormente, los métodos basados en ELISA han confirmado que los dominios
scTCR e IL-15 de T2M y T2M2 retienen sus actividades de unidn respectivas. Adicionalmente, el dominio IgG1 de
T2M y T2M2 retiene la capacidad para unirse a células portadores de receptor de Fc (FcR), permitiendo la deteccion
especifica con tetrameros péptido/HLA con actividad comparable a la de fusiones scTCR-IgG1. T2M y T2M2 eran
capaces de mediar en la actividad de ADCC de linfocitos humanos contra células que despliegan el complejo p53
(aa264-272)/HLA-A2 (Figura 47). Estos resultados verifican que T2M y T2M2 retienen las funciones efectoras
similares a anticuerpo previamente descritas para las fusiones scTCR-IgG. Estudios con complejos que contienen
mutaciones de Fc (LALA) que reducen la actividad de union a FcR demostraban que se requeria un dominio Fc
funcional para la actividad de ADCC. T2M y T2M2 también apoyaban el crecimiento de la linea celular 32DR
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dependiente de IL-15, aunque T2M2 mostraba aproximadamente ~3 veces menos actividad in vitro que T2M.
También se valord la capacidad de estas moléculas para estimular respuestas inmunitarias en ratones. El
tratamiento de ratones C57BL/6 con IL-15 (1 mg/kg) tenia poco o ningun efecto sobre los recuentos de glébulos
blancos (WBC, por sus siglas en inglés), el peso del bazo o las poblaciones de células NK 'y T CD8+ en la sangre,
mientras que el tratamiento con el complejo IL-15N72D:IL-15Ra-IgG CH2-CH3 (en una dosis de IL-15 equivalente
molar) daba como resultado esplenomegalia y niveles elevados de células T CD8+ (Figura 48A y B), de acuerdo con
los resultados observados previamente para complejos I1L-15:IL-15Ra-Fc similares. Los complejos tanto T2M como
T2M2 estimulaban un incremento en los niveles de WBC, el peso del bazo y las poblaciones de células NK 'y T
CD8+ en sangre, mostrando el complejo T2M2 el efecto inmunoestimulante mas potente a una dosis molar
equivalente (a pesar de exhibir una actividad de IL-15 inferior sobre células 32DR). Se observaron efectos
dependientes del tratamiento similares sobre poblaciones de células NK y T CD8+ en el bazo. Los esplenocitos
aislados de ratones tratados con complejo T2M2 e IL-15N72D/IL-15Ra-lgG mostraban actividad citolitica contra
células YAC sensibles a NK (Figura 48C). Los estudios de respuesta a la dosis indican que estos efectos se
observan con un nivel de monodosis tan bajo como 0,4 mg/kg (Figura 49A). El tratamiento de ratones atimicos con
T2M2 y IL-15N72D/IL-15Ra-IgG muestra un incremento en el porcentaje de células NK en la sangre y el bazo 4 dias
después del tratamiento hasta niveles casi de referencia 7 dias después del tratamiento (Figura 49B). Tomados
conjuntamente, estos resultados indican que el complejo T2M2 era capaz de estimular respuestas de células T
CD8+ y NK en ratones con una actividad significativamente superior que la de IL-15 y para células NK que la del
complejo IL-15N72D/IL-15Ra-IgG.

La actividad antitumoral de estos complejos se examiné en el modelo de xenoinjerto de A375 subcutaneo en ratones
atimicos. En estudios iniciales, la administracion de IL-15 humana recombinante, las proteinas de fusién
c264scTCR-IL15 y c264scTCR-IL15N72D o el complejo c264scTCR-IL15N72D/c264scTCR-IL15Ra no mostraba
efecto sobre xenoinjertos de tumores A375 s.c. en comparacion con el tratamiento con PBS o proteina de fusion
c264scTCR-IL15Ra (Figura 50A). La falta de un efecto de las fusiones TCR-IL15 en este modelo se debe
probablemente a la incapacidad de estas proteinas para estimular respuestas de células NK en contraste con los
resultados presentados con la fusion c264scTCR-IL2. Segin se muestra anteriormente, cuando se probaban
complejos T2M en este modelo, exhibian una actividad antitumoral moderada pero estadisticamente significativa de
acuerdo con su capacidad para estimular la proliferacion de células NK (Figura 50B). Sin embargo, en contraste con
el tratamiento con cantidades molares equivalentes de fusién c264scTCR-IL15, el esquema de dosificacion de T2M
(4 mg/kg un dia si y uno no durante tres semanas) daba como resultado una pérdida de peso significativa y dos de 6
ratones morian después de la ultima dosis. Las observaciones clinicas incluian inactividad de los ratones, postura
encorvada y piel rojiza. Estudios paralelos de complejos de proteina IL-15 en otros modelos confirmaron que la
dosificacion un dia si y otro no repetida no era bien tolerada y que la dosificacion semanal proporcionaba
estimulacion inmunitaria sin toxicidad excesiva. Un cambio en el régimen de dosificacion de un dia si y otro no a un
esquema semanal, complejo T2M2, a un nivel de dosis que se mostraba que era eficaz para inducir la proliferacion
de células NK, exhibia una actividad antitumoral significativamente mas potente en comparacién con el tratamiento
con IL-15 o PBS (Figura 50C). De forma mas importante, este régimen de dosificacion semanal también era bien
tolerado por los ratones atimicos portadores de tumores y ratones inmunocompetentes.

Los perfiles de toxicidad de las fusiones scTCR-IL15 y los complejos T2M se valoré en paralelo con los estudios de
actividad in vivo descritos anteriormente. Segun se indica anteriormente, un tratamiento de 3 semanas un dia si y
otro no con fusiones scTCR-IL15 era bien tolerado por ratones atimicos portadores de tumores pero el tratamiento
con T2M (4 mg/kg) daba como resultado mortalidad en >30% de los animales. Esto se evalu6 adicionalmente en
ratones transgénicos HLA-A*0201/Kb- a los que se administraban 9, 18 o 36 mg/kg de T2M o cantidades
equivalentes molares de complejos T2M2 un dia si y otro no durante 1 semana. Una semana después del comienzo
del tratamiento, se miraron los efectos dependientes de la dosis y el tiempo sobre el peso corporal y las
observaciones clinicas. Los ratones que recibian 36 mg/kg de T2M exhibian una pérdida de 20% en el peso corporal
en comparacion con una disminucién de 12% observada en ratones tratados con cantidades equivalentes de T2M2.
No se observé cambio en el peso corporal en ratones tratados con ~9 mg/kg de T2M o T2M2 a lo largo del periodo
de 1 semana. De forma interesante, la toxicidad superior observada con T2M no se correlacionaba con la activacion
de células inmunitarias incrementada ya que los ratones tratados con T2M2 mostraban niveles de recuentos de
WBC vy niveles de células NK superiores que los ratones tratados con T2M. Se observaron efectos minimos sobre el
peso corporal de los ratones, el peso del bazo y las células inmunitarias después de una administracion i.v. de una
sola dosis de 0,4 mg/kg de T2M2. Adicionalmente, estudios preliminares en monos cynomolgus indicaron que una
sola dosis i.v. de 0,5 mg/kg de T2M no provocaba ningun efecto toxicoldégico observado pero era capaz de inducir la
expansion de células T con memoria CD8+ y células NK efectoras. Los resultados de estos estudios indican que se
pueden generar complejos de fusion de IL-15 dirigidos a una diana que tengan potente actividad inmunoestimulante
y anticancerosa y toxicidad y perfiles farmacocinéticos favorables. A través de estos estudios se definio y caracterizo
una T2M2 (también denominada T2MACH1 compuesta por las cadenas ¢264scTCR/hulL15N72D vy
¢c264scTCR/hulL15RaSushi/hulgG1 CH2-CH3) optimizada dirigida a TCR como diana. Las secuencias de acido
nucleico y proteinicas de la construccion c264scTCR/hulL15Sushi/hulgG1 CH2-CH3 se muestran en las Figuras 51
y 52, respectivamente.
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Ejemplo 18 - Caracterizacion de moléculas T2 que comprenden dominios que tienen como diana anticuerpos

Para demostrar la utilidad del andamiaje hulL-15:hulL-15RaSu para crear moléculas adicionales que tienen como
diana enfermedades, se elaboraron construcciones conectando el extremo C-terminal de un anticuerpo
monocatenario contra CD20 humano al extremo N de las cadenas hulL-15N72D y hulL-15RaSu/hulgG1 CH2-CH3
(Fc). La secuencia del anticuerpo monocatenario contra CD20 humano (scAb anti-CD20) comprende las regiones
codificantes de los dominios V de cadena pesada y ligera del anticuerpo rituximab conectadas a través de una
secuencia conectora flexible. Las secuencias proteinica y de acido nucleico de la construccion scAb anti-CD20/hIL-
15N72D se muestran en las Figuras 53 y 54, respectivamente. Las secuencias proteinica y de acido nucleico de la
construccion scAb anti-CD-20/hulL-15RaSu/hulgG1 Fc se muestran en las Figuras 55 y 56, respectivamente. Estas
secuencias se clonaron en vectores de expresion segun se describe anteriormente y los vectores de expresion se
transfectaron en células CHO. La coexpresion de las dos construcciones permitia la formacion y la secrecion de un
complejo scAb anti-CD20/hulL-15N72D:scAb anti-CD20/hulL-15RaSu/hulgG1 Fc soluble (también denominado scAb
anti-CD20 T2M) que se purifico del sobrenadante de cultivo de células CHO usando cromatografia de afinidad con
proteina A.

De forma similar al analisis descrito anteriormente, los métodos basados en ELISA han confirmado la formacion del
complejo scAb anti-CD20/hulL-15N72D:scAb anti-CD20/hulL-15RaSu/hulgG1 Fc. Adicionalmente, los ensayos de
union al receptor de IL-15 y de proliferacion celular que usan células 32DR segun se describe anteriormente
indicaban que el complejo exhibia unién a IL-15 y actividad biolégica. El complejo scAb anti-CD20 T2M se probd a
continuacion con respecto a la actividad de union especifica para antigeno contra la linea celular Daudi de linfoma
de Burkitt CD20" humano. Las células Daudi se incubaron con scAb anti-CD20 T2M, c264scTCR T2M o PBS.
Después de una etapa de lavado, los complejos de proteinas de fusion unidos a células se detectaron con
anticuerpo caprino anti-lg humana conjugado a PE (GAH-Ig-PE) mediante citometria de flujo (Figura 57). El complejo
scAb anti-CD20 T2M mostraba una union significativa a células Daudi que no se observaba con c264scTCR T2M o
GAH-Ig-PE, indicando reactividad especifica para estas células.

También se efectuaron estudios para determinar si los complejos scAb anti-CD20 T2M eran capaces de destruir
células tumorales CD20" a través de un mecanismo basado en ADCC. Células diana Daudi etiquetadas con
calceina-AM se mezclaron con PMBC humanas (E:T - 100:1) y diversas concentraciones de scAb anti-CD20 T2M,
c264scTCR T2M (control negativo) o mAb anti-CD20 quimérico (control positivo). Después de un periodo de
incubacion, se evalud la lisis de células diana como se describe anteriormente. Como se muestra en la Figura 58, el
complejo scAb anti-CD20 T2M era altamente eficaz en la mediacién de la actividad de ADCC contra células de
linfoma humano CD20". Esto se verific6 mediante estudios similares que examinaban diferentes relaciones de
células efectoras a diana, donde el complejo scAb anti-CD20 T2M (a 2 nM) mostraba una actividad comparable al
mAb anti-CD20 quimérico (Figura 59).

Basandose en estos resultados, se espera que la molécula de scAb anti-CD20 T2M exhiba actividad antitumoral
contra células de linfoma humano en modelos de tumor xenoinjertado estandar (véanse, por ejemplo, Rossi y cols.
Blood 2009;114:3864; Gillis y cols. Blood. 2005;105:3972; y Xuan y cols. Blood 2010; 115:2864-2871).

Adicionalmente, se podian generar y expresar segin se describe en la presente construcciones de T2M que
comprendian dominios de cadena ligera y cadena pesada de anticuerpo anti-CD20 fusionados individualmente a las
cadenas hulL-15N72D y hulL-15RaSu/hulgG1 CH2-CH3 (Fc), respectivamente (o viceversa). Las secuencias de
acido nucleico y proteinica de estas dos construcciones de fusién se muestran en las Figuras 60 - 63. Se espera que
los complejos purificados que comprenden estas proteinas de fusion exhiban actividad biolégica del dominio Fc y de
IL-15, y actividad de unién especifica para CD20, segun se describe anteriormente. Se espera que estos complejos
medien en la actividad de ADCC contra células tumorales CD20" y la actividad antitumoral contra células tumorales
CD20" in vivo.

Se podian generar facilmente construcciones de T2M que comprendieran scAb o dominios de reconocimiento de
anticuerpo con secuencias de anticuerpo especificas para otros antigenos CD, citocinas o receptores o ligandos de
quimiocinas, receptores o ligandos de factores de crecimiento, moléculas de adherencia celular, MHC/moléculas
similares a MHC, receptores de Fc, receptores similares a Toll, receptores de NK, TCR, BCR, receptores o ligandos
coestimulantes positivos/negativos, receptores o ligandos de la muerte, antigenos asociados a tumores, antigenos
codificados por virus y codificados por bacterias, y especificos de bacterias. De particular interés son T2M con
dominios de anticuerpo especificos para epitopos de antigenos de CD3, CD4, CD19, CD21, CD22, CD23, CD25,
CD30, CD33, CD38, CD40, CDh44, CD51, CD52, CD70, CD74, CD80, CD152, CD147, CD221, EGFR, HER-2/neu,
HER-1, HER-3, HER-4, CEA, ligando OX40, cMet, factor tisular, nectina-4, PSA, PSMA, EGFL7, FGFR, receptor de
IL-6, receptor de IGF-1, GD2, CA-125, EpCam, receptor de muerte 5 MUC1, VEGFR1, VEGFR2, PDGFR, Trail R2,
receptor de folato, angiopoyetina-2, receptor de integrina avR3 y antigenos and HLA-DR. También son de interés
dominios de anticuerpo contra antigenos virales procedentes de HIV, HCV, HBC, CMV, HTL V, HPV, EBV, RSV y
otros virus, particularmente los que reconocen epitopos de punta de envuelta y/o gp120 y gp41 de HIV. Tales
dominios de anticuerpo se pueden generar a partir de secuencias conocidas en la técnica o aisladas de novo a partir
de una variedad de fuentes (es decir, hospedadores o células de vertebrado, bibliotecas combinatorias, bibliotecas
sintéticas aleatorias, modelado computacional, etc.) conocidas en la especialidad.
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Adicionalmente, segun se indica anteriormente, es util incrementar o disminuir la actividad del dominio IL-15 y los
dominios IgG Fc para optimizar el indice terapéutico y minimizar la toxicidad de los complejos T2 que tienen
anticuerpos como diana. Métodos para modificar la actividad de dominios Fc se describen anteriormente y estan
bien caracterizados en la especialidad. En tal caso, se espera que los complejos que contienen una mutacioén en el
dominio IL-15 que reduce su actividad proporcionen mejor actividad terapéutica y menor toxicidad. Son de particular
interés moléculas T2 que tienen anticuerpos como diana que contienen sustituciones N65D o D8N en el dominio IL-
15 descritas anteriormente u otras sustituciones incluyendo 16S, D8A, D61A, N65A, N72R, V104P o Q108A, que se
ha encontrado que reducen la actividad de IL-15.

Ejemplo 19: Coexpresion del gen de fusion IL-15N72D e IL-15RaSu/Fc en células CHO

Estudios previos han mostrado que la IL-15 recombinante es pobremente expresada por células de mamifero (A.
Ward y cols., Protein Expr Purif 68 (2009) 42-48). Sin embargo, se ha presentado que la formacién del complejo
intracelular con IL-15Ra evita la degradacion de IL-15 en el ER (C. Bergamaschi y cols., J Biol Chem 283 (2008)
4189-4199). De ahi que se postulé que se podia producir IL-15 a un nivel superior si se coexpresa con IL-15Ra. Se
sabe que el fragmento de IL-15Ra soluble que contiene el llamado dominio "sushi" (Su) en el extremo N, porta la
mayoria de los elementos estructurales responsables de la unién a citocinas. IL-15RaSu soluble (sin su dominio
transmembranario) e IL-15 son capaces de formar complejos heterodimeros muy estables en solucion (Ky del
complejo = 100 pM (G. Bouchaud y cols., J Mol Biol 382 (2008) 1-12)) y estos complejos son capaces de modular
(es decir bien estimular o bien bloquear) respuestas inmunitarias a través del complejo IL-15RRyc (E. Mortier y cols.,
J Biol Chem 281 (2006) 1612-1619; M.P. Rubinstein y cols., Proc Natl Acad Sci USA 103 (2006) 9166- 9171; T.A.
Stoklasek y cols., J Immunol 177 (2006) 6072-6080; G. Bouchaud y cols., J Mol Biol 382 (2008) 1-12). Asi, un
complejo que consiste en IL-15N72D y una proteina de fusion IL-15RaSu/Fc se eligio para la produccién (véase la
Fig. 64). El dominio IL-15RaSu se fusioné genéticamente a la region IgG1-Fc humana para facilitar su purificacion y
dimerizacién a través de enlaces disulfuro intercatenarios. Para coexpresar IL-15N72D y la IL-15RaSU/Fc, se
construyeron dos vectores de expresion basados en retrovirus individuales, pMSGV-IL-15RaSu/Fc y pMSGV-IL-
15N72D, y se cotransfectaron en células CHO. Las células CHO recombinantes se seleccionaron basandose en los
elementos de resistencia a neomicina y puromicina proporcionados por los dos vectores de expresion, y a
continuacion se generaron lineas celulares productoras individuales usando clonacion con dilucién limitada. Se
identifico un clon que es capaz de producir aproximadamente 100 mg/l de complejo IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc,
basandose en ELISA, en un medio definido libre de suero. Este resultado demostré que la IL-15 se podia expresar a
altos niveles en células de mamifero si se coexpresa con el dominio IL-15RaSu.

Ejemplo 20: Purificacion y caracterizacion del complejo IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc

Cuando IL-15RaSu/Fc e IL-15N72D se coexpresaban y se ensamblaban intracelularmente en células CHO
recombinantes, se esperaban cuatro formas diferentes de proteinas en los sobrenadantes de cultivo celular: 1)
molécula de IL-15RaSu/Fc dimera completamente ocupada con dos subunidades de IL-15N72D, 2) molécula de IL-
15RaSu/Fc dimera parcialmente ocupada con una subunidad IL-15N72D, 3) una pequefia porcion de molécula de
IL-15RaSu/Fc homodimera libre sin IL-15 unida, y 4) IL-15N72D libre. Puesto que IL-15N72D carece de una region
Fc, se uso una purificaciéon por afinidad basada en rProtein A para separar la IL-15N72D libre de todas las proteinas
de fusién portadoras de Fc en el sobrenadante de cultivo.

A continuacion, se desarrollé6 un método de cromatografia de intercambio idnico para separar diversas formas del
complejo IL-15RaSu/Fc. El punto isoeléctrico (pl) calculado de la molécula dimera IL-15RaSu/Fc es 8,5. Segun se
esperaba, se encontré posteriormente que esta proteina en Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, no se une a resina QSFF.
Adicionalmente, el pl calculado de IL-15N72D es 4,5. Por lo tanto, se predijo que la carga global de la IL-15N72D:IL-
15RaSu/Fc parcialmente ocupada (es decir IL-15RaSu/Fc dimera + una molécula de IL-15N72D) y la IL-15N72D:IL-
15RaSu/Fc totalmente ocupada (IL-15RaSu/Fc dimera + dos moléculas de IL-15N72D) es diferente. Esto esta de
acuerdo con el analisis en gel de IEF de las preparaciones purificadas por proteina A, que mostraban dos grupos
principales de complejos con pl entre 5,6-6,5 y 6,8-7,5 correspondientes a los pl esperados de los complejos
totalmente y parcialmente ocupados, respectivamente (Fig. 65A). La heterogeneidad entre bandas de pl de cada
grupo de proteinas se debe posiblemente al grado de glicosilacion y variantes con lisina C-terminal en la cadena de
IgG1. Asi, se emplearon tampones con diferentes intensidades idnicas para eluir separadamente los complejos
parcialmente ocupado y totalmente ocupado de la QSFF. Usando 130 mM de NaCl, 20 mM de Tris-HCI, pH 8,0, una
fraccion de una sola proteina (etapa Q 1) se eluyé de QSSF y se encontré que contenia principalmente el complejo
parcialmente ocupado basandose en ELISA que determinan la ocupacioén fraccionaria de la molécula IL-15RaSu/Fc.
En la etapa posterior que usaba 300 mM de NaCl, 20 mM de Tris-HCI, pH 8,0, dos fracciones proteinicas
denominadas Q1c y Q2c se eluyeron adicionalmente de la QSFF. Andlisis de ELISA realizados sobre estas
preparaciones indicaron que la fraccion Q1c contenia una mezcla de complejos parcialmente ocupado (10% del
total) y totalmente ocupado (90%) mientras que la fraccion Q2c contenia solo el complejo totalmente ocupado (datos
no mostrados). Estos hallazgos estan de acuerdo con el analisis en gel de IEF de las preparaciones de proteina
purificada (Fig. 65B). Las proteinas eluidas de la etapa Q 1 tienen amplios pl que varian de 5,6 a 7,5; representando
las proteinas de pl 6,8 a 7,5 el complejo parcialmente ocupado. La elucién de la fraccién Q1c de la etapa Q 2
contenia principalmente proteina con pl que variaban de 5,6 a 6,5 (es decir complejo totalmente ocupado) pero con
pequefias cantidades de proteina contaminante con pl de 5,6 a 7,5. La fraccion Q2c solo contenia proteina con pl
que variaban de 5,6 a 6,5.
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En el analisis por SEC, se encontré que la preparacion Q2c IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc purificada se eluia como una
sola molécula con alta pureza (Fig. 66). El peso molecular estimado del homodimero era aproximadamente 114 kDa,
que era mayor que el peso molecular de 92 kDa calculado basandose en la secuencia de aminoacidos deducida de
las proteinas de fusion IL-15N72D e IL-15RaSu/Fc. Esto se debe probablemente a la glicosilacion de las proteinas
producidas por células de mamifero.

En SDS-PAGE reductora (Fig. 65C), se encontré que la preparacion de IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc purificada contenia
tres proteina con pesos moleculares de 40 kDa, 16 kDa y 13 kDa. Sin embargo, después de una digestion con N-
Glycosidase F, solo se detectaron dos proteinas, con pesos moleculares de ~37 kDa y 13 kDa (Fig. 65D). Estos
pesos moleculares se ajustaban mucho a los pesos moleculares calculados de IL-15RaSu/Fc e IL-15 o IL- 15N72D.
Esto sugiere que estas dos proteina se glicosilaron durante la producciéon en células de mamifero y la IL-15N72D se
produjo en dos formas de glicosilacién principales con pesos moleculares de 13 kDa y 16 kDa. La abundancia
relativa de estas especies de IL-15N72D en las diferentes fracciones de purificacion mostradas en la Fig. 65C esta
de acuerdo con los niveles de ocupacion del complejo determinados por ELISA y analisis en gel de IEF.

Las IL-15N72D e IL-15RaSu/Fc se separaron en SDS-PAGE reductor y las secuencias de aminoacidos del extremo
N de estas proteinas se determinaron usando el método de degradacion de Edman. Se obtuvieron secuencias de
aproximadamente 15 aminoacidos N-terminales para IL-15RaSu/Fc e IL15N72D, respectivamente. Las secuencias
de aminoacidos N-terminales determinadas se ajustaban a sus secuencias de aminoacidos deducidas de las
regiones codificantes de los dos genes. Se conformé que las secuencias de aminoacidos de las dos bandas
principales que aparecian en SDS-PAGE reducida a 13 y 16 kDa eran IL-15N72D. Esta confirmacién de secuencia
proporcionaba de nuevo la evidencia de glicosilacion de IL-15N72D en células de mamifero.

Ejemplo 21: Propiedades farmacocinéticas del complejo IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc

Se ha presentado previamente que IL-15 y el complejo IL15:IL-15Ra/Fc ensamblado in vitro tenian una semivida
sérica de 1 h y 20 h, respectivamente, en ratones cuando estas proteinas se inyectaban intraperitonealmente (T.A.
Stoklasek y cols., J Immunol 177 (2006) 6072-6080). Para valorar si IL-15 y el complejo IL-15:1L-15aSu/Fc purificado
coexpresado se comportaban de forma similar cuando se administraban intravenosamente, se determinaron sus
parametros farmacocinéticos en ratones CD-1. Se eligié la administracion intravenosa debido a que esta es
probablemente la via de administracion de farmaco para ser usada para el complejo IL-15:IL-15aSu-Fc en seres
humanos. Ratones hembra fueron inyectados intravenosamente con 1,0 mg/kg de IL-15:IL-15aSu/Fc o 0,28 mg/kg
de IL-15 (una dosis equivalente molar) y se recogié sangre en diversos momentos desde 15 min. hasta 8 h para IL-
15 y de 30 min. a 72 h para IL-15N72D:IL-15aSu/Fc después de la inyeccion. Se evaluaron las concentraciones
séricas de IL-15N72D:IL-15aSu/Fc usando dos formatos de ELISA, uno (deteccion de Ab anti-IL-15) que detecta el
complejo intacto y el otro (deteccion de Ab anti-Fc de IgG humana) que detecta solamente la proteina de fusion IL-
15aSu/Fc. Las concentraciones de IL-15 se evaluaron con un ELISA especifico de IL-15 estandar.

El ajuste predicho y los datos reales para IL-15:IL-15aSu/Fc e IL-15 después de inyecciones en embolada
intravenosas simples se muestran en la Figura 67. La semivida estimada de IL-15:IL-15aSu/Fc usando ELISA
basados en Ab anti-IL-15 o Ab anti-Fc de IgG humana era aproximadamente 25 o 18 h, respectivamente. Estos
resultados indican que la proteina de fusion no se escindia y la IL-15 no se disociaba significativamente de la
molécula IL-15RaSu/Fc in vivo. La depuracion (Cl) de IL-15:IL-15aSu/Fc variaba de 0,059 a 0,051 ml/h y el volumen
de distribucion en estado estacionario (Vss) variaba de 2,1 a 1,3 ml dependiendo del formato de ensayo. En
comparacion, IL-15 tenia una semivida de absorcion de 0,24 h y una semivida terminal de 0,64 h. La Cl de IL-15 era
49 ml/h y la Vss era 18,4 ml. Estos resultados indican que IL-15:IL-15aSu/Fc despliega una semivida terminal >24
veces mas prolongada y se depura >800 veces mas lentamente que IL-15.

Ejemplo 22: Actividades bioldgicas in vitro e in vivo del complejo IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc

La actividad bioldgica del complejo IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc coexpresado y purificado se evalué usando un ensayo
de proliferacion de células 32D dependiente de IL-15. Para este ensayo, también se gener6 un complejo IL-
15N72D:IL-15RaSu/Fc ensamblado in vitro (IVA) (IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc IVA) al mezclar IL-15N72D e IL-
15RaSu/Fc en una relacion 1:1 durante 30 min. a 4°C. Segun se muestra en la Figura 68, el complejo IL-15N72D:IL-
15RaSu/Fc tenia una actividad bioldgica equivalente a IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc IVA para apoyar el crecimiento de
células 32DR. El complejo IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc exhibia una ECsy de 15,61 pM y el IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc
IVA exponia una ECso de 15,83 pM. Esto demuestra que el complejo IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc coexpresado se
procesa de forma apropiada intracelularmente y retiene la actividad de IL-15 completa después de la purificacion.
Asi, el método presentado aqui representa un enfoque mejor para generar material clinico de calidad cGMP que las
estrategias actuales que emplean ensamblaje in vitro producido individualmente y en algunos casos proteinas
replegadas.

El complejo IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc e IL-15wt también se compararon con respecto a su capacidad para inducir la
expansion de células NK y células T CD8" en ratones C57BL/6. Como se muestra en la Figura 69, IL-15wt no tiene
efecto significativo sobre la expansién de células NK y CD8" durante cuatro dias después de una sola dosis
intravenosa de 0,28 mg/kg. En contraste, el complejo IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc promovia significativamente la
proliferacion de células NK y T CD8" en la sangre y el bazo, lo que conducia a linfocitosis en sangre y
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esplenomegalia (Figuras 69 y 70). Estos hallazgos estan de acuerdo con informes previos de que los complejos IL-
15:IL-15Ra incrementaban significativamente las actividades biolégicas de IL-15 in vivo (M.P. Rubinstein y cols.,
Proc Natl Acad Sci USA 103 (2006) 9166-9171; T.A. Stoklasek y cols., J Immunol 177 (2006) 6072-6080; S. Dubois
y cols., J Immunol 180 (2008) 2099-2106; M. Epardaud y cols., Cancer Res 68 (2008) 2972-2983; A. Bessard y cols.,
Mol Cancer Ther 8 (2009) 2736-2745). Esta actividad mejorada del complejo IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc es
probablemente el resultado de una combinacién de la actividad de unién incrementada de la muteina N72D al
complejo IL-15RRByc (X. Zhu y cols., J Immunol 183 (2009) 3598-3607), la transpresentacion optimizada de citocinas
por la cadena IL-15Ra in vivo (a través de los receptores FcR sobre células dendriticas y macrofagos), la naturaleza
dimera del dominio de citocina (avidez incrementada de unién a IL-15RRByc) y su semivida in vivo incrementada en
comparacion con IL-15 (25 h frente a <40 min).

En suma, los resultados descritos en la presente demuestran que los genes IL-15N72D e IL-15RaSu/Fc se pueden
coexpresar en células CHO recombinantes y un complejo IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc totalmente ocupado se puede
purificar mucho a partir de sobrenadantes celulares usando un método de purificaciéon simple aumentable a escala.

Los ejemplos anteriores se llevaron a cabo usando los siguientes materiales y métodos.
Construccion de vectores para la expresion de complejos proteinicos

El gen de fusiéon IL-15RaSu/Fc se construyé mediante amplificaciéon de PCR solapada de plantillas de ADN que
codifican el dominio sushi de IL-15Ra humano (aa1-66 de IL-15Ra humano) y el fragmento Fc de IgG1 humana. La
region codificante de péptido de sefial IL-15RaSu (R.L. Wong y cols., Protein Eng Des Sel 24 (2011) 373-383) y el
fragmento génico de IgG1-Fc humano (L.A. Mosquera y cols., J Immunol 174 (2005) 4381-4388) se amplificaron
usando los pares de cebadores:

BA494: 5-GACTTCAAGCTTAATTAAGCCACCATGGACAGACTTACTTCTTC-3' (SEQ ID Ne°: 16); BA550R: 5-
GTGAGTTTTGTCACAAGATTTCGGCTCTCTAATGCATTTGAGACTGGGGGTTG-3' (SEQ ID N°: 22) y BA550F:
5'GAGCCGAAATCTTGTGACAAAACTCAC-3' (SEQ 10 Ne°: 23); BA393R: 5'-
GTAATATTCTAGACGCGTTCATTATTTACCAGGAGACAGGGAGAGGCTCTTC-3' (SEQ ID N°: 15),
respectivamente. El gen de fusion IL-15RaSU/Fc resultante se ligd en un vector de expresién pMSGV-1 resistente a
puromicina (M.S. Hughes y cols., Hum Gene Ther 16 (2005) 457-472) para construir el vector de expresion pMSGV-
IL-15RaSu/Fc.

La secuencia codificante de IL-15N72D (X. Zhu y cols., J Immunol 183 (2009) 3598-3607) se clono en un retrovirus
vector de expresion de retrovirus modificado pMSGV-1 (M.S. Hughes y cols., Hum Gene Ther 16 (2005) 457-472)
que porta el gen de resistencia a neomicina después de una region IRES para construir el vector de expresion
pMSGV-IL-15N72D.

Coexpresion del complejo de fusion IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc en células CHO

Para coexpresar proteinas de fusion IL-15N72D e IL-15RaSu/Fc (véase la Fig. 64), pMSGV-IL-15RaSu/Fc y
pMSGV-IL-15N72D se cotransfectaron en células CHO seguido por seleccion en medio que contenia 2 mg/ml de
G418 (Hyclone, Logan, UT) y 10 pg/ml de puromicina (Hyclone, Logan, UT). La proteina de fusion IL-15RaSU/Fc
también se expreso individualmente en células CHO para el uso en la carga de IL-15 silvestre (IL-15wt) humana
recombinante como control. Para la produccién de las proteinas de fusion, las células CHO recombinantes se
desarrollaron en medio libre de suero (SFM4CHO, Hyclone, Logan, UT) a 37°C. Cuando la densidad de células
viables de los cultivos alcanzaba un maximo, la temperatura de incubaciéon se cambié a 30°C para la acumulacién
del complejo soluble. A continuacion, los sobrenadantes de cultivo se recogieron cuando la densidad de células
viables de los cultivos alcanzaba aproximadamente 10% de células viables.

Procedimiento de purificacion

El medio de cultivo de células CHO recombinantes se centrifugd y se filtré para retirar células y residuos antes de
que el sobrenadante se ajustara hasta pH 8,0 con Tris-HCI 1 M, pH 8,0. El complejo de proteinas de fusion IL-
15N72D:IL-15RaSu/Fc soluble se purificé usando un procedimiento en dos etapas basado en afinidad y
cromatografia de intercambio iénico.

Puesto que el complejo IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc contiene el dominio 1gG1-Fc, se us6 una columna rProtein A
Sepharose Fast Flow (GE Healthcare) como la primera etapa en el procedimiento de purificacion. Antes de la carga
de la muestra, la columna se lavé con 5 volimenes de columna (VC) de Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, se esterilizdé con 5
VC de NaOH 0,1 N durante 1 h y a continuacion se equilibré con 7 VC de Tris-HCI 20 mM, pH 8,0. El sobrenadante
se cargo en la columna de 11 ml a 2 ml/min., y la columna se lavé a continuacién con 8 VC de Tris-HCI 20 mM, pH
8,0, seguido por 7 VC de tampon de lavado (citrato Na 0,1 M, pH 5,0) para retirar proteinas unidas no
especificamente. A continuacion, la proteina se eluyo con citrato Na 0,2 M, pH 4,0, y el pH de las fracciones de los
picos recogidas se ajustd inmediatamente hasta pH 3,5 usando acido citrico 0,2 M; la proteina eluida se mantuvo a
este pH bajo durante 30 minutos como una etapa de depuraciéon viral estandar. Después de la etapa de
mantenimiento a pH bajo, el pH de la preparacion eluida se ajusté hasta pH 7,7 al usar Tris-HCI 2 M, pH 8,0. La
preparacion se concentrd y el tampon se intercambid en Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, al usar un concentrador centrifugo
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Amicon Ultra-15 (corte 30 kDa, Millipore, Billerica, MA) antes de la filtracion estéril usando un filtro de 0,22 um
(Corning Life Sciences, Lowell, MA).

La preparacion proteinica se aplicé a continuacién a una columna de intercambio iénico Q Sepharose Fast Flow
(QSFF; GE Healthcare Bio-Sciences, Piscataway, NJ). Una columna de 5 ml se lavé con tampén A (Tris-HCI 20 mM,
pH 8,0), se esterilizé mediante 5 VC de NaOH 0,1 N durante 1 h y a continuacion se equilibré6 con tampén A. La
concentracion de proteina en la preparacion se ajusté en primer lugar hasta <1 mg/ml con Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, y
a continuacion se cargo en la columna QSFF a una velocidad de 1 ml/min. A continuacién, la proteina se eluyé de la
columna usando un procedimiento en gradiente de tres etapas como sigue: Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, NaCl 130 mM
durante cuatro VC como la primera etapa, Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, NaCl 300 mM durante cuatro VC para la segunda
etapa y Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, NaCl 1 M durante dos VC como la ultima etapa. Las fracciones de picos proteinicos
se recogieron, se intercambiaron con tampoén en PBS (Hyclone, Logan, UT) y se filtraron usando un filtro de 0,22 pm.
La concentracion de proteina se determiné mediante un espectrofotometro UV a 280 nM usando un coeficiente de
extincion de 1 Azsonm = 0,79 mg/ml. Este coeficiente de extincion se calculd basandose en la secuencia de
aminoacidos deducida del complejo IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc.

IL-15RaSu/Fc expresado individualmente se purificé usando cromatografia de afinidad con rProtein A como se
describe anteriormente para ensamblar el complejo en soluciéon con IL-15N72D o IL-15wt producidas en E. coli y
replegadas (Zhu, 2009 N° 3315). Estos complejos ensamblados in vitro se usaron como patrones para la evaluacion
de la actividad bioldgica y la estimacion del grado de ocupacion de los sitios de union a IL-15 en complejos
coexpresados.

Analisis por electroforesis en gel y cromatografia de exclusion por tamario (SEC)

Las proteinas purificadas se analizaron mediante diferentes tipos de métodos de electroforesis en gel, que incluian
NuPAGE 12% Bis-Tris Gel (bajo condiciones reducidas y no reducidas), 4-20% Tris-glycine gel (condicién natural) e
IEF pH3-10 gel (para la determinacion del pl). Todos los suministros eran de Invitrogen (Carlsbad, CA). Los métodos
experimentales se realizaron segun se describe por el fabricante. Se us6 cromatografia en Superdex 200 HR 10/30
(GE Healthcare Bio-Sciences) con PBS (Hyclone, Logan, UT) como el tampén de desarrollo para examinar la pureza
y para estimar la masa molecular de las proteinas.

Secuencia de aminoacidos N-terminales y analisis de glicosilacion

Las bandas proteinicas de interés se separaron en geles de SDS-PAGE, se transfirieron a una membrana de PVDF
y se tifieron mediante solucién de Ponceau S. La secuenciacion de aminoacidos N-terminales se realizé usando el
método de degradacion de Edman (Molecular Structure Facility, UC Davis, Davis, CA).

Para examinar si el complejo de fusiéon estaba glicosilado, 50 pg de la proteina altamente purificada después de la
cromatografia de intercambio i6nico se digirieron con 2 pl de N-Glycosidase F (Calbiochem, La Jolla, CA) en un
volumen total de 50 yl en PBS a temperatura ambiente durante 48 h y a continuacion se sometieron a electroforesis
en gel NuPAGE 12% Bis-Tris gel bajo una condicion reducida.

Determinacion de la ocupacion de IL-15N72D del complejo IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc purificado

IL-15RaSu/Fc purificado se cargd con IL-15wt (producida en E. coli y replegada, proporcionada por |. Yovandich,
NCI, Fredrick, MD) en diversas relaciones durante 15 h a 4°C. Después de la incubacion, el complejo IL-15wt:IL-
15RaSu/Fc se purific6 usando cromatografia de afinidad en rProtein A como se describe anteriormente. Este
complejo purificado se evalué usando dos formatos de ELISA, uno (captura con anticuerpo anti-Fc de IgG humana y
deteccion con anticuerpo anti-IL-15) que detecta el complejo intacto y el otro (captura con anticuerpo anti-Fc de 1gG
humana y deteccién con anticuerpo anti-Fc de IgG humana) que detecta solo la proteina de fusion IL-15aSu/Fc. La
relacion entre los niveles del complejo IL-15wt:IL-15aSu/Fc intacto y la proteina IL-15RaSu/Fc refleja el grado de
ocupacion de los sitios de union a IL-15 del complejo. [Grado de ocupacién (%) = el complejo intacto (ng/ml) / IL-
15RaSu/Fc (ng/ml) x 100%]. El complejo totalmente ocupado (preasociado de IL-15RaSu/Fc e IL-15wt en una
relacion 1:3) se usé a continuacion como un patrén para cuantificar el grado de ocupacion de complejos de proteinas
de fusién IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc purificados después de la purificacion.

Determinacion de la actividad bioldgica de IL-15

Se empled un ensayo de proliferacion celular in vitro que usaba la linea celular 32D dependiente de IL-15 para
determinar las actividades bioldgicas de IL-15 del complejo purificado y proteinas IL-15wt seguin se describe
previamente (X. Zhu y cols., J Immunol 183 (2009) 3598-3607).

Evaluacién farmacocinética

El perfil farmacéutico del complejo IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc e IL-15wt se evalué en ratones CD-1 hembra (4
ratones/momento, Harlan, Indianapolis, IN) segin se describe previamente para IL-2 (H. J. Belmont y cols., Clin
Immunol 121 (2006) 29-39). Se valoraron los niveles séricos del complejo IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc con los dos
formatos de ELISA descritos anteriormente. Los niveles de IL-15wt se valoraron mediante ELISA usando captura
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con anticuerpo anti-IL-15 (MAB647; R&D Systems, Minneapolis, MN) y detecciéon con anticuerpo anti-IL-15
(BAM247; R&D Systems, Minneapolis, MN). Los niveles de IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc de cada formato de ELISA se
ajustaron con un modelo de un compartimento usando PK Solution 2.0 (Summit Research Services, Montrose, CO).
Los datos procedentes de ratones tratados con IL-15wt se modelaron mejor como un modelo de dos
compartimentos.

Estimulacion de linfocitos

Ratones C57BL/6 (macho, 6 semanas de edad, Harlan, Indianapolis, IN) fueron inyectados intravenosamente con
una sola dosis de complejo de fusion IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc en 1 mg/kg o IL-15wt humana en 0,28 mg/kg (dosis
equivalente molar), respectivamente, o PBS como un control negativo. Cuatro dias después del tratamiento, se
recogieron sangre agrupada (5 ratones por grupo) y esplenocitos. Se aislaron PBMC de la sangre usando
Histopaque (Sigma, St. Louis, MO).

Las PBMC vy los esplenocitos se tifieron a continuacion con anticuerpos anti-CD19 etiquetado con PE, anti-CD335
etiquetado con PE (NKp46), anti-CD4 etiquetado con FITC y anti-CD8 etiquetado con FITC (BioLegend, San Diego,
CA). Las células tefiidas se analizaron en un citometro de flujo FACScan (BD Bioscience, San Jose, CA). Todos los
estudios en animales se realizaron siguiendo los protocolos aprobados por IACUC de Altor.

Los siguientes péptidos se usaron en los estudios presentados en los Ejemplos anteriores.

Proteina Aminodacidos Secuencia (SEQ ID N°)

p53 149-157 STPPPGTRYV (SEQ ID N°: 24
p53 264-272 LLGRNSFEV (SEQ ID N°: 25
OVA 257-264 SIINFEKL (SEQ ID N°: 20
VsV 52-59 RGYVYQGL (SEQ ID N°: 26

Las siguientes secuencias conectoras de dominios proteinicos de las proteinas de fusidon se usaron en los Ejemplos
presentados.

Conector Secuencias conectoras Proteina de fusion
Conector de TCR Va- c264scTCR/hIL-15, c264scTCR/hIL-15RaSu/birA
TCR DTSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSSS-

monocatenario | ITCR VR (secuencia conectora divulgada
como SEQ N°: 27)

TCR Vo- ¢149scTCR/hIL15N72D
TSGGGGSGGGGSPGGGGSGGGGSSS
- TCR VR (secuencia conectora divulgada
como SEQ 10 N°: 28)

TCR Va- OT1scTCR/birA
DTSGGGGSGGGASGGGGSGGGGSSS
-TCR VR (secuencia conectora divulgada
como SEQ 10 N°: 29)
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Conector Secuencias conectoras Proteina de fusion
TCRVao- OT1scTCR/hIL-15D8N, OT1scTCR/hIL-15RaSu/birA *
SGGGGSGGGASGGGGSGGGGS - TCR
VR (secuencia conectora divulgada como
SEQ ID N°: 30)
dominio TCR - c264scTCR/hIL-15RaSu/birA,
VNEPKSSDKTHTSPPSPTR-hIL-15RaSu .
(secuencia conectora divulgada como OT1scTCR/hIL-15RaSu/birA,
SEQ 10 N°: 31
Q ) OT1TCRR/hIL-15RaSu/birA,
Bisagra de 264TCRR/hIL-15RaSu/birA,
IgG1 humana
mutada dominio TCR - 264TCRa/hIL-15D8N, OT1CRa/hIL-15,

VNEPKSSDKTHTSPPSPTR - hiL15
(secuencia conectora divulgada como
SEQ 10 N°: 31)

OT1scTCR/hIL-15D8N *

Conector BirA

h1L-15RaSu - SGGGSGGGGSID -
etiqueta birA (secuencia conectora
divulgada como SEQ 10 N°: 32)

c264scTCR/hIL-15RaSu/birA,
OT1TCRR/hIL-15RaSu/birA

Conector de
CcD8
monocatenario

CD8a -
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS-

CD8R (secuencia conectora divulgada
como SEQ ID N°: 33) .

scCD8afl/hIL-15RaSu/birA
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REIVINDICACIONES
1. Un complejo de proteinas de fusién solubles que comprende al menos dos proteinas de fusion solubles, en el que

la primera proteina de fusion comprende (a) un primer polipéptido biolégicamente activo conectado covalentemente
a (b) polipéptido de interleucina-15 (IL-15) o un fragmento funcional del mismo; y

la segunda proteina de fusién comprende (c) un segundo péptido biolégicamente activo conectado covalentemente a
(d) polipéptido de receptor de interleucina-15 a (IL-15Ra) soluble o un fragmento funcional del mismo

en el que una o ambas de las proteinas de fusion primera y segunda comprenden ademas un dominio Fc de
inmunoglobulina o un fragmento funcional del mismo;

en donde el dominio de IL-15 de la primera proteina de fusién se une al dominio de IL-15Ra soluble de la segunda
proteina de fusion para formar un complejo de proteinas de fusion solubles, y en donde el polipéptido de IL-15 es
una variante de IL-15 que tiene una sustitucion de N por D en la posicion 72 de la secuencia de IL-15 humana
madura y en donde el polipéptido de IL-15Ra comprende el dominio sushi de IL-15Ra.

2. El complejo de proteinas de fusion solubles segun la reivindicacion 1, en el que uno de los polipéptidos
biol6gicamente activos primero y segundo comprende un primer receptor de células T (TCR) soluble o un fragmento
funcional del mismo o en el que el otro polipéptido biolégicamente activo comprende un segundo TCR soluble o un
fragmento funcional del mismo diferente del primer TCR soluble.

3. El complejo de proteinas de fusion solubles segun la reivindicacion 1, que comprende un dominio sushi de IL-15a
fusionado a un dominio Fc (IL-15RaSu/Fc) y un polipéptido de interleucina-15 variante que comprende una mutacion
N72D (IL-15N72D) (complejo IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc) .

4. Una secuencia de acido nucleico que codifica la primera proteina de fusiébn segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 - 3.

5. Una secuencia de acido nucleico que codifica la segunda proteina de fusién segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3.

6. Un vector de ADN o una célula que comprende las secuencias de acido nucleico segun las reivindicaciones 4 y 5.

7. Un método para elaborar un complejo de proteinas de fusion solubles segun la reivindicacion 1, comprendiendo el
método:

a) introducir en una primera célula hospedadora un vector de ADN segun la reivindicacion 6 que codifica la primera
proteina de fusion,

b) cultivar la primera célula hospedadora en un medio bajo condiciones suficientes para expresar la primera proteina
de fusion en la célula o el medio;

c) purificar la primera proteina de fusion de las células hospedadoras o el medio,

d) introducir en una segunda célula hospedadora un vector de ADN segun la reivindicacion 6 que codifica la segunda
proteina de fusion,

e) cultivar la segunda célula hospedadora en un medio bajo condiciones suficientes para expresar la segunda
proteina de fusion en la célula o el medio; y

f) purificar la segunda proteina de fusion de las células hospedadoras o el medio, y

g) mezclar la proteina de fusién primera y segunda bajo condiciones suficientes para permitir la uniéon entre el
dominio de IL-15 de una primera proteina de fusion y el dominio de IL-15Ra soluble de una segunda proteina de
fusién para formar el complejo de proteinas de fusion solubles.

8. Un método para elaborar un complejo de proteinas de fusion solubles segun la reivindicacion 1, comprendiendo el
método:

a) introducir en una célula hospedadora un vector de ADN segun la reivindicacion 6 que codifica la primera proteina
de fusion y un vector de ADN segun la reivindicacion 6 que codifica la segunda proteina de fusion,

b) cultivar la célula hospedadora en un medio bajo condiciones suficientes para expresar las proteinas de fusion en
la célula o el medio y permitir la asociacion entre el dominio de IL-15 de una primera proteina de fusion y el dominio
de IL-15Ra soluble de una segunda proteina de fusion para formar el complejo de proteinas de fusién solubles;

c) purificar el complejo de proteinas de fusion solubles de las células hospedadoras o el medio.
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9. Un método in vitro para destruir una célula diana, comprendiendo el método:

a) poner en contacto una pluralidad de células con un complejo de proteinas de fusion solubles segun las
reivindicaciones 1 - 3, en donde la pluralidad de células comprende ademas células inmunitarias portadoras de las
cadenas de IL-15R reconocidas por el dominio de IL-15 segun la reivindicacion 1 o células inmunitarias portadoras
de las cadenas del receptor de Fc reconocidas por el dominio Fc segun la reivindicacion 1 y las células diana
portadoras de un antigeno reconocido por al menos uno de los polipéptidos bioldgicamente activos segun la
reivindicacion 1,

b) formar un complejo de unién (puente) especifico entre el antigeno en las células diana y las cadenas de IL-15R o
receptor de Fc en las células inmunitarias suficiente para unirse a y activar las células inmunitarias; y

c) destruir las células diana mediante las células inmunitarias activadas unidas.

10. El complejo de proteinas de fusion solubles segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 3, que comprende
un polipéptido biolégicamente activo que reconoce un antigeno asociado a una enfermedad para el uso en un
método para prevenir o tratar una enfermedad en un paciente en el que las células enfermas expresan un antigeno
asociado a una enfermedad.

11. Una mezcla de célula inmunitaria-complejo de proteinas de fusiéon obtenida al mezclar células inmunitarias
portadoras de cadenas de IL-15R o cadenas de receptor de Fc con un complejo de proteinas de fusién solubles
segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 3 que comprende un polipéptido biolégicamente activo que
reconoce un antigeno asociado a una enfermedad para el uso en un método para prevenir o tratar una enfermedad
en un paciente en el que las células enfermas expresan un antigeno asociado a una enfermedad.

12. El complejo para el uso segun la reivindicacion 10 u 11, en el que la enfermedad es cancer o una infeccion viral.

13. El complejo de proteinas de fusion solubles segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 3, para el uso en un
método para estimular o suprimir respuestas inmunitarias en un mamifero.

14. Un complejo de proteinas de fusion solubles segun la reivindicacion 1, que es un complejo IL-15N72D:IL-
15RaSu/Fc totalmente ocupado que comprende una IL-15RaSu/Fc dimera y dos moléculas de IL-15N72D en el que
opcionalmente la IL-15N72D y/o la proteina de fusion IL-15RaSu/Fc esta glicosilada.

15. Una secuencia de acido nucleico que codifica el complejo segun la reivindicacion 14.
16. Un vector de ADN o una célula que comprende la secuencia de acido nucleico segun la reivindicacion 15.

17. El complejo IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc totalmente ocupado segun la reivindicacion 14, para el uso en un método
para incrementar o disminuir una respuesta inmunitaria en un sujeto.

18. El complejo IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc totalmente ocupado segun la reivindicacion 14, para el uso en un método
para mejorar una respuesta inmunitaria en un sujeto que tiene neoplasia.

19. El complejo IL-15N72D:IL-15RaSu/Fc totalmente ocupado segun la reivindicacion 14, para el uso en una
inmunoterapia antiviral.
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FIG.3
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FIG. 4 (Continuacion)
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FIG. 6
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FIG. 7 (Continuacion)
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FIG. 9
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Dimero c264scTCR
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FIG. 51 (Continuacién)
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FIG 55 (Continuacion)
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FIG 62 (Continuacion)
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