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DESCRIPCIÓN 
 
Polipéptidos interleuquina-2 mutantes  
 
Campo de la invención  5 
 
La presente invención se refiere de manera general a polipéptidos interleuquina-2 mutantes. Más particularmente, la 
invención se refiere a polipéptidos IL-2 mutantes que muestran propiedades mejoradas para la utilización como 
agentes inmunoterapéuticos. Asimismo, la invención se refiere a inmunoconjugados que comprenden dichos 
polipéptidos IL-2 mutantes, moléculas polinucleótidas codificantes de los polipéptidos IL-2 mutantes o 10 
inmunoconjugados y vectores y células huésped que comprenden dichas moléculas polinucleótidas.  La invención se 
refiere además a métodos para producir los polipéptidos mutantes o inmunoconjugados de IL-2, a composiciones 
farmacéuticas que los comprenden, y a los usos de los mismos.  
 
Antecedentes  15 
 
La interleuquina 2 (IL-2), también conocida como factor de crecimiento de las células T (TCGF), es una 
glucoproteína globular de 15,5 kDa que desempeña un papel esencial en la generación, supervivencia y 
homeostasis de los linfocitos.  Presenta una longitud de 133 aminoácidos y consiste de cuatro hélices α anfipáticas 
antiparalelas que forman una estructura cuaternaria indispensable para su funcionamiento (Smith, Science 20 
240:1169-76, 1988; Bazan, Science 257:410-413, 1992).  Las secuencias de IL-2 procedente de diferentes especies 
se encuentran bajo los números de secuencia del NCBI siguientes: NP000577 (ser humano), NP032392 (ratón), 
NP446288 (rata) o NP517425 (chimpancé).  
 
IL-2 media su acción mediante la unión a receptores de IL-2 (IL-2R), que consisten de hasta tres subunidades 25 
individuales, la diferente asociación de las cuales puede producir formas de receptor que difieren en su afinidad para 
IL-2. La asociación de las subunidades α (CD25), β (CD122) y γ (γc, CD132) resulta en un receptor trimérico de alta 
afinidad para IL-2. El receptor dimérico de IL-2 que consiste de subunidades β y γ se denomina IL-2R de afinidad 
intermedia.  La subunidad α forma el receptor de IL-2 monomérico de baja afinidad. Aunque el receptor de IL-2 
dimérico de afinidad intermedia se une a IL-2 con una afinidad aproximadamente 100 veces inferior que el receptor 30 
trimérico de alta afinidad, tanto la variante dimérica como la trimérica de receptor de IL-2 puede transmitir señales 
tras la unión de IL-2 (Minami et al., Annu. Rev. Immunol. 11:245-268, 1993). Por lo tanto, la subunidad α, CD25, no 
resulta esencial para la señalización de IL-2.  Proporciona una unión de alta afinidad a su receptor, mientras que la 
subunidad β, CD122, y la subunidad γ resultan cruciales para la transducción de señales (Krieg et al., Proc. Natl. 
Acad. Sci. 107:11906-11, 2010).  Los receptores de IL-2 triméricos, incluyendo CD25, son expresados por células T 35 
reguladoras (Treg) de caja de cabeza de tenedor P3 (FoxP3)+ CD4+ (en reposo). También son inducidas 
transitoriamente en células T activadas convencionales, mientras que en el estado de reposo estas células expresan 
únicamente receptores de IL-2 diméricos. Las células Treg expresan consistentemente el nivel más alto de CD25 in 
vivo (Fontenot et al., Nature Immunol. 6:1142-51, 2005).  
 40 
IL-2 se sintetiza principalmente en células T activadas, en particular células T ayudantes CD4+. Estimula la 
proliferación y diferenciación de las células T, induce la generación de linfocitos T citotóxicos (CTL) y la 
diferenciación de linfocitos sanguíneos periféricos en células citotóxicas y en células asesinas activadas por 
linfoquinas (LAK), estimula la expresión de citoquinas y moléculas citolíticas por parte de las células T, facilita la 
proliferación y diferenciación de las células B y la síntesis de inmunoglobulinas por parte de las células B, y estimula 45 
la generación, proliferación y activación de células asesinas naturales (NK) (revisadas en, por ejemplo, Waldmann, 
Nat. Rev. Immunol. 6:595-601, 2009; Olejniczak y Kasprzak, Med. Sci. Monit. 14, RA179-89, 2008; Malek, Annu. 
Rev. Immunol. 26:453-79, 2008).  
 
Su capacidad de expandir las poblaciones de linfocitos in vivo y de incrementar las funciones efectoras de estas 50 
células proporciona efectos antitumorales a IL-2, convirtiendo a la inmunoterapia de IL-2 en una opción de 
tratamiento atractiva para determinados cánceres metastásicos.  En consecuencia, el tratamiento de dosis altas de 
IL-2 ha sido aprobado para su uso en pacientes con carcinoma de células renales metastásico y en el melanoma 
maligno.  
 55 
Sin embargo, IL-2 presenta una doble función en la respuesta inmunológica, ya que no sólo media en la expansión y 
actividad de las células efectoras, sino que también es un participante crucial en el mantenimiento de la tolerancia 
inmunológica periférica.  
 
Un mecanismo importante subyacente a la autotolerancia periférica es la muerte celular inducida por activación por 60 
IL-2 en células T (AICD). La AICD es un proceso por el que las células T totalmente activadas experimentan una 
muerte celular programada tras la unión de receptores de muerte expresados en la superficie, tales como CD95 
(también conocido como Fas) o el receptor de TNF. Al estimular nuevamente con antígeno a través del complejo de 
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receptor de células T (TCR)/CD3 células T activadas por antígeno y que expresan un receptor de IL-2 de alta 
afinidad (tras una exposición previa a IL-2), se induce la expresión de ligando Fas (FasL) y/o de factor de necrosis 
tumoral (TNF), haciendo que las células sean susceptibles a la apoptosis mediada por Fas.  Este proceso depende 
de IL-2 (Lenardo, Nature 353:868-61, 1991) y se encuentra mediado por STAT5.  Mediante el proceso de AICD en 
linfocitos T, no sólo puede establecerse tolerancia frente a los autoantígenos, sino también frente a antígenos 5 
persistentes que claramente no forman parte del huésped, tales como los antígenos tumorales.  
 
Además, IL-2 también participa en el mantenimiento de las células T reguladoras (Treg) CD4+ CD25+ periféricas 
(Fontenot et al., Nature Immunol. 6:1142-51, 2005; D'Cruz y Klein, Nature Immunol. 6:1152-59, 2005; Maloy y 
Powrie, Nature Immunol. 6:1171-72, 2005, que también se conocen como células T supresoras.  Impiden que las 10 
células T efectoras destruyan su (auto)diana, a través del contacto célula-célula mediante inhibición de la ayuda y 
activación de las células T, o mediante la liberación de citoquinas inmunosupresoras, tales como IL-10 o TGF-β. Se 
ha demostrado que la reducción del número de células Treg potencia la inmunidad antitumoral inducida por IL-2 (Imai 
et al., Cancer Sci. 98:416-23, 2007).  
 15 
Por lo tanto, IL-2 no resulta óptimo para la inhibición del crecimiento tumoral debido a que, en presencia de IL-2, las 
CTL generados podrían reconocer el tumor como propio y experimentar AICD, o la respuesta inmunológica podría 
resultar inhibida por células Treg dependientes de IL-2.  
 
Un problema adicional de la inmunoterapia de IL-2 son los efectos secundarios producidos por el tratamiento de IL-2 20 
humana recombinante. Los pacientes que reciben un tratamiento de dosis altas de IL-2 frecuentemente 
experimentan sucesos adversos severos de tipo cardiovascular, pulmonar, renal, hepático, gastrointestinal, 
neurológico, cutáneo, hematológico y sistémico, requiriendo un seguimiento intensivo y control hospitalario.  La 
mayoría de dichos efectos secundarios pueden explicarse por el desarrollo del denominado síndrome de fuga 
vascular (o capilar) (VLS), un incremento patológico de la permeabilidad vascular que conduce al extravasado de 25 
fluidos en múltiples órganos (provocando, por ejemplo, edema pulmonar y cutáneo y daños en las células hepáticas) 
y reducción de los fluidos intravasculares (lo que provoca una caída de la presión sanguínea y un incremento 
compensatorio de la frecuencia cardiaca).  No existe ningún tratamiento para el VLS aparte de la retirada de la IL-2. 
Los regímenes de dosis bajas de IL-2 han sido sometidos a ensayo en pacientes a fin de evitar el VLS; sin embargo, 
a expensas de resultados terapéuticos subóptimos. Se cree que el VLS está provocado por la liberación de 30 
citoquinas proinflamatorias, tales como el factor de necrosis tumoral (TNF) α, a partir de células NK activadas por IL-
2; sin embargo, recientemente se ha demostrado que el edema pulmonar inducido por IL-2 resulta de la unión 
directa de IL-2 a las células endoteliales pulmonares, que expresan niveles bajos a moderados de receptores αβγ de 
IL-2 funcionales (Krieg et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA 107:11906-11, 2010).   
 35 
Se han adoptado varios enfoques para superar dichos problemas asociados a la inmunoterapia de IL-2.  Por 
ejemplo, se ha encontrado que la combinación de IL-2 con determinados anticuerpos monoclonales anti-IL-2 
incrementa los efectos de tratamiento de IL-2 in vivo (Kamimura et al., J. Immunol. 177:306-14, 2006; Boyman et al., 
Science 311:1924-27, 2006).  En un enfoque alternativo, se ha mutado IL-2 de diversos modos para reducir su 
toxicidad y/o para incrementar su eficacia. Hu et al. (Blood 101:4853-4861, 2003; publicación de patente US nº 40 
2003/0124678) han sustituido el residuo arginina en posición 38 de IL-2 por triptófano para eliminar la actividad de 
vasopermeabilidad de IL-2. Shanafelt et al. (Nature Biotechnol. 18:1197-1202, 2000) han mutado la asparagina 88 
en arginina para incrementar la selectividad para las células T sobre las células NK. Heaton et al. (Cancer Res. 
53:2597-602, 1993; patente US nº 5.229.109) introdujeron dos mutaciones, Arg38Ala y Phe42Lys para reducir la 
secreción de citoquinas proinflamatorias a partir de células NK.  Gillies et al. (publicación de patente US nº 45 
2007/0036752) sustituyeron tres residuos de IL-2 (Asp2Thr, Asn88Arg y Gln126Asp) que contribuyen a la afinidad 
para el receptor de IL-2 de afinidad intermedia, para reducir el VLS.  Gillies et al. (documento nº WO 2008/0034473) 
también mutaron la interfaz de IL-2 con CD25 mediante la sustitución de Arg38Trp y Phe42Lys para reducir la 
interacción con CD25 y la activación de las células Treg a fin de incrementar su eficacia.  Con el mismo objetivo, 
Wittrup et al. (documento nº WO 2009/061853) produjeron mutantes de IL-2 que presentan una afinidad 50 
incrementada para CD25, pero que no activan el receptor, actuando de esta manera como antagonistas.  Las 
mutaciones introducidas estaban destinadas a alterar la interacción con la subunidad β y/o γ del receptor.  
 
Sin embargo, no se ha demostrado que ninguno de los mutantes de IL-2 conocidos supere la totalidad de los 
problemas anteriormente indicados que se asocian a la inmunoterapia con IL-2, es decir, la toxicidad provocada por 55 
la inducción de VLS, la tolerancia tumoral causada por la inducción de AICD y la inmunosupresión causada por la 
activación de las células Treg. De esta manera, sigue existiendo una necesidad en la técnica de mejorar 
adicionalmente la utilidad terapéutica de las proteínas IL-2.  
 
Descripción resumida de la invención  60 
 
La presente invención se basa en parte en el reconocimiento de que la interacción entre IL-2 y la subunidad α del 
receptor de IL-2 trimérico de alta afinidad es responsable de los problemas asociados a la inmunoterapia de IL-2.  
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La invención se refiere a los polipéptidos interleuquina-2 (IL-2) mutantes, inmunoconjugados, polinucleótidos, células 
huésped, métodos de producción de polipéptidos IL-2 mutantes y composiciones farmacéuticas.  
 

[1] Un polipéptido interleuquina-2 (IL-2) mutante que comprende tres mutaciones de aminoácido que anulan o 5 
reducen la afinidad del polipéptido IL-2 mutante para el receptor de IL-2 de alta afinidad y conservan la afinidad 
del polipéptido IL-2 mutante para el receptor de IL-2 de afinidad intermedia, cada uno en comparación con un 
polipéptido IL-2 de tipo salvaje, en el que dichas tres mutaciones de aminoácido se encuentran en las posiciones 
correspondientes a los residuos 42, 45 y 72 de la IL-2 humana (SEC ID nº 1 1).  
 10 
[2] El polipéptido interleuquina-2 mutante de [1], en el que dichas tres mutaciones dse aminoácido son 
sustituciones de aminoácido seleccionada de entre el grupo de F42A, F42G, F42S, F42T, F42Q, F42E, F42N, 
F42D, F42R, F42K, Y45A, Y45G, Y45S, Y45T, Y45Q, Y45E, Y45N, Y45D, Y45R, Y45K, L72G, L72A, L72S, 
L72T, L72Q, L72E, L72N, L72D, L72R y L72K.  
 15 
[3] El polipéptido interleuquina-2 mutante de [1] o [2], en el que dicha mutación de aminoácido en la posición 
correspondiente al residuo 72 de la IL-2 humana es la sustitución de aminoácido L72G.  
 
[4] El polipéptido interleuquina-2 mutante de cualquiera de entre [1] a [3], en el que dicha mutación de 
aminoácido en la posición correspondiente al residuo 42 de la IL-2 humana es la sustitución de aminoácido 20 
F42A.  
 
[5] El polipéptido interleuquina-2 mutante de cualquiera de entre [1] a [4], en el que dicha mutación de 
aminoácido en la posición correspondiente al residuo 45 de la IL-2 humana es la sustitución de aminoácido 
Y45A.  25 
 
[6] El polipéptido interleuquina-2 mutante de cualquiera de entre [1] a [5], en el que dichas tres mutaciones de 
aminoácido son las mutaciones de aminoácido F42A, Y45A y L72G.  
 
[7] El polipéptido interleuquina-2 mutante de cualquiera de entre [1] a [6], que comprende además una mutación 30 
de aminoácido que elimina el sitio de O-glucosilación de IL-2 en una posición correspondiente al residuo 3de la 
IL-2 humana.  
 
[8] El polipéptido interleuquina-2 mutante de [7], en el que dicha mutación de aminoácido que elimina el sitio de 
O-glucosilación de IL-2 en una posición correspondiente al residuo 3 de la IL-2 humana es una sustitución de 35 
aminoácido seleccionada de entre el grupo de T3A, T3G, T3Q, T3E, T3N, T3D, T3R, T3K y T3P.  
 
[9] El polipéptido interleuquina-2 mutante de [7] o [8], en el que dicha mutación de aminoácido que elimina el sitio 
de O-glucosilación de IL-2 en una posición correspondiente al residuo 3 de la IL-2 humana es la sustitución de 
aminoácido T3A.  40 
 
[10] El polipéptido interleuquina-2 mutante de cualquiera de entre [1] a [9], en el que dicho polipéptido IL-2 
mutante es una molécula de IL-2 humana.  
 
[11] El polipéptido interleuquina-2 mutante de cualquiera de entre [1] a [10], en el que dicho polipéptido IL-2 45 
mutante comprende la secuencia SEC ID nº 19.  
 
[12] El polipéptido interleuquina-2 mutante de cualquiera de entre [1] a [11], en el que dicho polipéptido IL-2 
mutante se encuentra unido a una fracción no IL-2.  
 50 
[13] Un inmunoconjugado que comprende un polipéptido IL-2 mutante según cualquiera de entre [1] y [12] y una 
fracción de unión a antígeno.  
 
[14] El inmunoconjugado de [13], en el que dicha fracción de unión a antígeno es un anticuerpo o un fragmento 
de anticuerpo.  55 
 
[15] El inmunoconjugado de [13], en el que dicha fracción de unión a antígeno se selecciona de entre una 
molécula Fab y una molécula scFv.  
 
[16] El inmunoconjugado de [13], en el que dicha fracción de unión a antígeno es una molécula de 60 
inmunoglobulina, particularmente una molécula de IgG.  
 
[17] El inmunoconjugado de cualquiera de entre [13] y [16], en el que dicha fracción de unión a antígeno presenta 
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como diana un antígeno presentado sobre una célula tumoral o en un medio de célula tumoral.  
 
[18] Un polinucleótido aislado codificante del polipéptido IL-2 mutante o inmunoconjugado de cualquiera de entre 
[1] y [17].  
 5 
[19] Una célula huésped que comprende el polinucleótido de [18].  
 
[20] Un método para producir un polipéptido IL-2 mutante que comprende tres mutaciones de aminoácido que 
anulan o reducen la afinidad del polipéptido IL-2 mutante para el receptor de IL-2 de alta afinidad y conservan la 
afinidad del polipéptido IL-2 mutante para el receptor de IL-2 de afinidad intermedia, cada uno en comparación 10 
con un polipéptido IL-2 de tipo salvaje, en el que dichas tres mutaciones de aminoácido se encuentran en las 
posiciones correspondientes a los residuos 42, 45 y 72 de la IL-2 humana (SEC ID nº 1) o un inmunoconjugado 
de los mismos, que comprende cultivar la célula huésped de [19] bajo condiciones adecuadas para la expresión 
del polipéptido IL-2 mutante o el inmunoconjugado.  
 15 
[21] Una composición farmacéutica que comprende el polipéptido IL-2 mutante o inmunoconjugado de cualquiera 
de entre [1] y [17] y un portador farmacéuticamente aceptable.  
 
[22] El polipéptido IL-2 mutante o Inmunoconjugado de cualquiera de entre [1] y [17] para la utilización en el 
tratamiento de una enfermedad en un paciente en necesidad del mismo.  20 
 
[23] El polipéptido IL-2 mutante o inmunoconjugado de [22] para la utilización en el tratamiento de una 
enfermedad, en el que dicha enfermedad es el cáncer.  

 
La presente exposición proporciona un polipéptido interleuquina-2 (IL-2) mutante que comprende una primera 25 
mutación de aminoácido que anula o reduce la afinidad del polipéptido IL-2 mutante para el receptor de IL-2 de alta 
afinidad y conserva la afinidad del polipéptido IL-2 mutante para el receptor de IL-2 de afinidad intermedia, cada uno 
en comparación con un polipéptido IL-2 de tipo salvaje. En una realización, dicha primera mutación de aminoácido 
se produce en una posición correspondiente al residuo 72 de la IL-2 humana. En una realización, dicha primera 
mutación de aminoácido es una sustitución de aminoácido, seleccionada de entre el grupo de L72G, L72A, L72S, 30 
L72T, L72Q, L72E, L72N, L72D, L72R y L72K.  En una realización más específica, dicha primera mutación de 
aminoácido es la sustitución de aminoácido L72G.  En determinadas realizaciones, el polipéptido IL-2 mutante 
comprende una segunda mutación de aminoácido que anula o reduce la afinidad del polipéptido IL-2 mutante para el 
receptor de IL-2 de alta afinidad y conserva la afinidad del polipéptido IL-2 mutante para el receptor de IL-2 de 
afinidad intermedia, comparando cada uno con un polipéptido IL-2 de tipo salvaje. En una realización, dicha segunda 35 
mutación de aminoácido se encuentra en una posición seleccionada de entre las posiciones correspondientes a los 
residuos 35, 38, 42, 43 y 45 de la IL-2 humana. En una realización específica, dicha segunda mutación de 
aminoácido se encuentra en una posición correspondiente al residuo 42 de la IL-2 humana. En una realización más 
específica, dicha segunda mutación de aminoácido es una sustitución de aminoácido, seleccionada de entre el 
grupo de F42A, F42G, F42S, F42T, F42Q, F42E, F42N, F42D, F42R y F42K. En una realización todavía más 40 
específica, dicha segunda mutación de aminoácido es la sustitución de aminoácido F42A.  En determinadas 
realizaciones, el polipéptido interleuquina-2 mutante comprende una tercera mutación de aminoácido que anula o 
reduce la afinidad del polipéptido IL-2 mutante para el receptor de IL-2 de alta afinidad y conserva la afinidad del 
polipéptido IL-2 mutante para el receptor de IL-2 de afinidad intermedia, comparando cada uno con un polipéptido IL-
2 de tipo salvaje.. En una realización particular, el polipéptido interleuquina-2 mutante comprende tres mutaciones de 45 
aminoácidos que anulan o reducen la afinidad del polipéptido IL-2 mutante para el receptor de IL-2 de alta afinidad y 
conservan la afinidad del polipéptido IL-2 mutante para el receptor de IL-2 de afinidad intermedia, comparando cada 
una con un polipéptido IL-2 de tipo salvaje, en los que dichas tres mutaciones de aminoácidos se encuentran en 
posiciones correspondientes a los residuos 42, 45 y 72 de la IL-2 humana. En una realización, dichas tres 
mutaciones de aminoácidos son sustituciones de aminoácidos seleccionadas de entre el grupo de F42A, F42G, 50 
F42S, F42T, F42Q, F42E, F42N, F42D, F42R, F42K, Y45A, Y45G, Y45S, Y45T, Y45Q, Y45E, Y45N, Y45D, Y45R, 
Y45K, L72G, L72A, L72S, L72T, L72Q, L72E, L72N, L72D, L72R y L72K. En una realización específica, dichas tres 
mutaciones de aminoácidos son las sustituciones de aminoácidos F42A, Y45A y L72G. En determinadas 
realizaciones, el polipéptido interleuquina-2 mutante comprende además una mutación de aminoácido que elimina el 
sitio de O-glucosilación de IL-2 en una posición correspondiente al residuo 3 de la IL-2 humana. En una realización, 55 
dicha mutación de aminoácido que elimina el sitio de O-glucosilación de IL-2 en una posición correspondiente al 
residuo 3 de la IL-2 humana es una sustitución de aminoácido seleccionada de entre el grupo de T3A, T3G, T3Q, 
T3E, T3N, T3D, T3R, T3K y T3P. En una realización específica, la mutación de aminoácido que elimina el sitio de O-
glucosilación de IL-2 en una posición correspondiente al residuo 3 de la IL-2 humana es T3A. En determinadas 
realizaciones, el polipéptido IL-2 mutante es esencialmente una molécula de IL-2 de longitud completa, 60 
concretamente una molécula de IL-2 de longitud completa humana.  
 
La exposición proporciona además un polipéptido interleuquina-2 mutante unido a una fracción no IL-2.  En 
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determinadas realizaciones, dicha fracción no IL-2 es una fracción de dianización. En determinadas realizaciones, 
dicha fracción no IL-2 es una fracción de unión a antígeno. En una realización, dicha fracción de unión a antígeno es 
un anticuerpo.  En otra realización, dicha fracción de unión a antígeno es un fragmento de anticuerpo.  En una 
realización más específica, dicha fracción de unión a antígeno se selecciona de entre una molécula Fab y una 
molécula scFv.  En una realización particular, dicha fracción de unión a antígeno es una molécula Fab.  En otra 5 
realización, dicha fracción de unión a antígeno es una molécula de scFv.  En realizaciones particulares, el 
polipéptido IL-2 mutante se une a una primera y a una segunda fracciones no IL-2.  En una de dichas realizaciones, 
el polipéptido interleuquina-2 mutante comparte un enlace peptídico carboxiterminal con dicha primera fracción no 
IL-2 y un enlace peptídico aminoterminal con dicha segunda fracción no IL-2.  En una realización, dicha fracción de 
unión a antígeno es una molécula de inmunoglobulina. En una realización más específica, dicha fracción de unión a 10 
antígeno es una molécula de inmunoglobulina de clase IgG, concretamente de subclase IgG1.  En determinadas 
realizaciones, la fracción de unión a antígeno se dirige a un antígeno presentado sobre una célula tumoral o en un 
ambiente celular tumoral, particularmente un antígeno seleccionado de entre el grupo de la proteína de activación 
fibroblástica (FAP), el dominio A1 de la tenascina C (TNC A1), el dominio A2 de la tenascina C (TNC A2), el dominio 
B extra de la fibronectina (EDB), el antígeno carcinoembrionario (ACE) y el proteoglicano condroitín-sulfato asociado 15 
a melanoma (MCSP).  
 
La exposición proporciona además un inmunoconjugado que comprende un polipéptido IL-2 mutante tal como se 
indica en la presente memoria, y una fracción de unión a antígeno. En una realización del inmunoconjugado indicado 
en la presente memoria, el polipéptido IL-2 mutante comparte un enlace peptídico aminoterminal o carboxiterminal 20 
con dicha fracción de unión a antígeno. En realizaciones particulares, el inmunoconjugado comprende una primera y 
una segunda fracciones de unión a antígeno.  En una de dichas realizaciones, el polipéptido IL-2 mutante 
comprendido en el inmunoconjugado según la invención comparte un enlace peptídico aminoterminal o 
carboxiterminal con una primera fracción de unión a antígeno, y una segunda fracción de unión a antígeno comparte 
un enlace peptídico aminoterminal o carboxiterminal con i) el polipéptido IL-2 mutante, o ii) dicha fracción de unión a 25 
antígeno.  En una realización, la fracción de unión a antígeno comprendida en el inmunoconjugado según la 
invención es un anticuerpo, en otra realización dicha fracción de unión a antígeno es un fragmento de anticuerpo.  
En una realización específica, dicha fracción de unión a antígeno se selecciona de entre una molécula Fab y una 
molécula scFv. En una realización particular, dicha fracción de unión a antígeno es una molécula Fab.  En otra 
realización particular, dicha fracción de unión a antígeno es una molécula de inmunoglobulina. En una realización 30 
más específica, dicha fracción de unión a antígeno es una molécula de inmunoglobulina de clase IgG, 
concretamente de subclase IgG1.  En determinadas realizaciones, la fracción de unión a antígeno se dirige a un 
antígeno presentado sobre una célula tumoral o en un ambiente celular tumoral, particularmente un antígeno 
seleccionado de entre el grupo de la proteína de activación fibroblástica (FAP), el dominio A1 de la tenascina C 
(TNC A1), el dominio A2 de la tenascina C (TNC A2), el dominio B extra de la fibronectina (EDB), el antígeno 35 
carcinoembrionario (ACE) y el proteoglicano condroitín-sulfato asociado a melanoma (MCSP).  
 
La exposición proporciona además polinucleótidos aislados codificantes de un polipéptido mutante o 
inmunoconjugado de IL-2 tal como se describe en la presente memoria, vectores de expresión que comprenden 
dichos polinucleótidos y células huésped que comprenden los polinucleótidos o los vectores de expresión.  40 
 
Asimismo, se proporciona un método de producción de un polipéptido mutante o inmunoconjugado de IL-2 tal como 
se indica en la presente memoria, una composición farmacéutica que comprende un polipéptido IL-2 mutante o un 
inmunoconjugado tal como se indica en la presente memoria y un portador farmacéuticamente aceptable, y métodos 
de utilización de un polipéptido mutante o inmunoconjugado de IL-2 tal como se indica en la presente memoria. 45 
 
En particular, la invención comprende un polipéptido mutante o inmunoconjugado de IL-2 tal como se describe en la 
presente memoria para la utilización en el tratamiento de una enfermedad en un individuo que necesita del mismo. 
En una realización particular dicha enfermedad es el cáncer. En una realización particular, el individuo es un ser 
humano..  50 
 
La exposición se refiere además a la utilización del polipéptido IL-2 mutante o inmunoconjugado tal como se indica 
en la presente memoria para la preparación de un medicamento destinado al tratamiento de una enfermedad en un 
individuo que lo necesita..  
 55 
Asimismo, la exposición se refiere al tratamiento de una enfermedad en un individuo, que comprende administrar en 
dicho individuo una cantidad terapéuticamente eficaz de una composición que comprende un polipéptido IL-2 
mutante o un inmunoconjugado tal como se indica en la presente memoria. Dicha enfermedad preferentemente es el 
cáncer.  
 60 
Asimismo, la exposición se refiere a la estimulación del sistema inmunológico en un individuo, que comprende 
administrar en dicho individuo una cantidad eficaz de una composición que comprende el polipéptido IL-2 mutante o 
inmunoconjugado indicado en la presente memoria, en una forma farmacéuticamente aceptable.  
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Descripción detallada de la invención  
 
Definiciones  
 5 
Los términos se utilizan en la presente memoria tal como se utilizan generalmente en la técnica, a menos que se 
defina de otra manera a continuación. 
 
El término "interleuquina-2" o "IL-2" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a cualquier IL-2 nativa 
procedente de cualquier origen vertebrado, incluyendo mamíferos tales como primates (por ejemplo seres humanos) 10 
y roedores (por ejemplo ratones y ratas), a menos que se indique lo contrario.  La expresión comprende IL-2 no 
procesada, así como cualquier forma de IL-2 que resulte del procesamiento dentro de la célula.  La expresión 
también comprende variantes naturales de IL-2, por ejemplo variantes de procesamiento o variantes alélicas. La 
secuencia de aminoácidos de una secuencia ejemplar de la IL-2 humana se muestra en SEC ID nº  1. La IL-2 
humana no procesada comprende además un péptido de señal N-terminal de 20 aminoácidos que presenta la 15 
secuencia de SEC ID nº  272, que se encuentra ausente en la molécula de IL-2 madura.  
 
La expresión "IL-2 mutante" o "polipéptido IL-2 mutante" tal como se utiliza en la presente memoria pretende 
comprender cualquier forma mutante de diversas formas de la molécula de IL-2, incluyendo la IL-2 de longitud 
completa, formas truncadas de IL-2 y formas en las que IL-2 se encuentra unida a otra molécula, tal como mediante 20 
fusión o conjugación química. La expresión "longitud completa" utilizada en referencia a IL-2 pretende referirse a la 
molécula de IL-2 madura de longitud completa.  Por ejemplo, la IL-2 humana de longitud completa se refiere a una 
molécula que presenta 133 aminoácidos (ver, por ejemplo, la SEC ID nº 1). Las diversas formas de mutantes de IL-2 
se caracterizan porque presentan por lo menos una mutación de aminoácidos que afecta a la interacción de IL-2 con 
CD25.  Esta mutación puede implicar la sustitución, deleción, truncado o modificación del residuo aminoácido de tipo 25 
salvaje localizado normalmente en dicha posición.  Los mutantes obtenidos mediante sustitución de aminoácidos 
resultan preferentes.  A menos que se indique lo contrario, una IL-2 mutante puede denominarse en la presente 
memoria como una secuencia peptídica mutante de IL-2, un polipéptido IL-2 mutante, una proteína IL-2 mutante o un 
análogo de mutante de IL-2.   
 30 
La denominación de las diversas formas de IL-2 en la presente memoria se realiza respecto a la secuencia mostrada 
en SEC ID nº 1. En la presente memoria pueden utilizarse diversas denominaciones para indicar la misma mutación.  
Por ejemplo, una mutación de fenilalanina en la posición 42 a alanina puede indicarse como 42A, A42, A42, F42A o 
Phe42Ala.  
 35 
La expresión "mutación de aminoácido" tal como se utiliza en la presente memoria pretende comprender 
sustituciones, deleciones, inserciones y modificaciones de aminoácidos. Puede realizarse cualquier combinación de 
sustitución, deleción, inserción y modificación para alcanzar el constructo final, con la condición de que el constructo 
final presente las características deseadas, por ejemplo una capacidad reducida de unión a CD25. Entre las 
deleciones e inserciones de secuencias de aminoácidos se incluyen las deleciones e inserciones aminoterminales 40 
y/o carboxiterminales de aminoácidos. Un ejemplo de una deleción terminal es la deleción del residuo alanina en la 
posición 1 de la IL-2 humana de longitud completa. Son mutaciones de aminoácidos preferentes las sustituciones de 
aminoácidos. Con el propósito de alterar, por ejemplo, las características de unión de un polipéptido IL-2, resultan 
particularmente preferentes las sustituciones no conservadoras de aminoácidos, es decir, la sustitución de un 
aminoácido por otro aminoácido que presenta diferentes propiedades estructurales y/o químicas. Entre las 45 
sustituciones de aminoácidos preferentes se incluyen la sustitución de un aminoácido hidrofóbico por uno hidrofílico. 
Entre las sustituciones de aminoácidos se incluyen la sustitución por aminoácidos no naturales o por derivados de 
aminoácidos naturales de los veinte aminoácidos estándares (por ejemplo 4-hidroxiprolina, 3-metilhistidina, ornitina, 
homoserina, 5-hidroxilisina). Pueden generarse mutaciones de aminoácidos mediante métodos genéticos o químicos 
bien conocidos de la técnica. Entre los métodos genéticos pueden incluirse la mutagénesis sitio-dirigida, la PCR, la 50 
síntesis génica y similares. Se contempla que también puedan resultar útiles métodos de alteración del grupo de 
cadena lateral de un aminoácido mediante métodos aparte de la ingeniería genética, tales como la modificación 
química. 
 
Tal como se utiliza en la presente memoria, una forma "de tipo salvaje" de IL-2 es una forma de IL-2 que de otro 55 
modo es igual al polipéptido IL-2 mutante excepto en que la forma de tipo salvaje presenta un aminoácido de tipo 
salvaje en cada posición aminoácida del polipéptido IL-2 mutante. Por ejemplo, en el caso de que la IL-2 mutante 
sea la IL-2 de longitud completa (es decir, IL-2 no fusionada o conjugada con cualquier otra molécula), la forma de 
tipo salvaje de este mutante es IL-2 nativa de longitud completa. En el caso de que la IL-2 mutante sea una fusión 
entre IL-2 y otro polipéptido codificado cadena abajo de IL-2 (por ejemplo una cadena de anticuerpo), la forma de 60 
tipo salvaje de esta IL-2 mutante es IL-2 con una secuencia de aminoácidos de tipo salvaje fusionada con el mismo 
polipéptido de cadena abajo. Además, en el caso de que la IL-2 mutante sea una forma truncada de IL-2 (la 
secuencia mutada o modificada se encuentra dentro de la parte no truncada de IL-2, la forma de tipo salvaje de esta 
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IL-2 mutante de manera similar es una IL-2 truncada que presenta una secuencia de tipo salvaje. Con el fin de 
comparar la afinidad de unión de los receptores de IL-2 o la actividad biológica de diversas formas mutantes de IL-2 
con la forma de IL-2 de tipo salvaje correspondiente, la expresión "tipo salvaje" comprende formas de IL-2 que 
incluyen una o más mutaciones de aminoácidos que no afectan a la unión del receptor de IL-2 en comparación con 
la IL-2 nativa natural, tales como, por ejemplo, la sustitución de la cisteína en una posición correspondiente al 5 
residuo 125 de la IL-2 humana por alanina. En algunas realizaciones, la IL-2 de tipo salvaje para el propósito de la 
presente invención comprende la sustitución de aminoácido C125A (ver SEC ID nº 3). En determinadas 
realizaciones según la invención, el polipéptido IL-2 de tipo salvaje con el que se compara el polipéptido IL-2 
mutante comprende la secuencia de aminoácidos SEC ID nº 1. En otras realizaciones, el polipéptido IL-2 de tipo 
salvaje con el que se compara el polipéptido IL-2 mutante comprende la secuencia de aminoácidos SEC ID nº 3. 10 
 
El término "CD25" o "subunidad α del receptor de IL-2" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a 
cualquier CD25 nativo procedente de cualquier origen vertebrado, incluyendo mamíferos tales como primates (por 
ejemplo seres humanos) y roedores (por ejemplo ratones y ratas), a menos que se indique lo contrario. La expresión 
comprende CD25 de "longitud completa" no procesado, así como cualquier forma de CD25 que resulte del 15 
procesamiento dentro de la célula. La expresión también comprende variantes naturales de CD25, por ejemplo 
variantes de procesamiento o variantes alélicas. En determinadas realizaciones, CD25 es CD25 humano. La 
secuencia de aminoácidos de un CD25 humano ejemplar (con secuencia de señal, etiqueta Avi y etiqueta His) se 
muestra en SEC ID nº 278. 
 20 
La expresión "receptor de IL-2 de alta afinidad" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a la forma 
heterotrimérica del receptor de IL-2, que consiste de la subunidad γ del receptor (también conocida como subunidad 
γ común del receptor de citoquina, γ c o CD132), la subunidad β del receptor (también conocida como CD122 ó p70) 
y la subunidad α del receptor (también conocida como CD25 ó p55). La expresión "receptor de IL-2 de afinidad 
intermedia" en contraste se refiere al receptor de IL-2 que incluye únicamente la subunidad γ y la subunidad β, sin la 25 
subunidad α (para una revisión ver, por ejemplo, Olejniczak y Kasprzak, Med. Sci. Monit. 14:RA179-189, 2008). 
 
El término "afinidad" se refiere a la fuerza de la suma total de interacciones no covalentes entre un único sitio de 
unión de una molécula (por ejemplo un receptor) y su pareja de unión (por ejemplo un ligando). A menos que se 
indique lo contrario, tal como se utiliza en la presente memoria, la expresión "afinidad de unión" se refiere a la 30 
afinidad de unión intrínseca que refleja una interacción 1:1 entre los miembros de una pareja de unión (por ejemplo 
un receptor y un ligando). La afinidad de una molécula X para su pareja Y puede representarse de manera general a 
partir de la constante de disociación (KD), que es la proporción entre las constantes de tasa de disociación y de 
asociación (koff y kon, respectivamente). De esta manera, las afinidades equivalentes pueden comprender diferentes 
constantes de tasa, con la condición de que la proporción entre las constantes de tasa no varíe. Puede medirse la 35 
afinidad mediante métodos bien establecidos conocidos de la técnica, incluyendo los descritos en la presente 
memoria. 
 
La afinidad del polipéptido IL-2 mutante o de tipo salvaje para diversas formas del receptor de IL-2 puede 
determinarse según el método indicado en los Ejemplos mediante resonancia de plasmón superficial (SPR), 40 
utilizando instrumentación estándar, tal como un instrumento BIAcore (GE Healthcare) y subunidades de receptor, 
tales como las que pueden obtenerse mediante expresión recombinante (ver, por ejemplo, Shanafelt et al., Nature 
Biotechnol. 18:1197-1202, 2000). Alternativamente, la afinidad de unión de IL-2 mutantes para diferentes formas del 
receptor de IL-2 puede evaluarse utilizando líneas celulares que es conocido que expresan una u otra de dichas 
formas del receptor. A continuación se describen realizaciones ilustrativas y ejemplares específicas para medir la 45 
afinidad de unión. 
 
La expresión "célula T reguladora" o "célula Treg" se refiere a un tipo especializado de células T CD4+ que puede 
suprimir las respuestas de otras células T. Las células Treg se caracterizan por la expresión de la subunidad α del 
receptor de IL-2 (CD25) y el factor de transcripción P3 de caja de cabeza de tenedor (FOXP3) (Sakaguchi, Annu. 50 
Rev. Immunol. 22:531-62, 2004) y desempeñan un papel crítico en la inducción y mantenimiento de la autotolerancia 
periférica a antígenos, incluyendo los expresados por tumores. Las células Treg requieren IL-2 para su 
funcionamiento y desarrollo, además de la inducción de sus características supresoras. 
 
Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresión "células efectoras" se refiere a una población de linfocitos 55 
que media en los efectos citotóxicos de IL-2. Entre las células efectoras se incluyen las células T efectoras, tales 
como las células T citotóxicas CD8+, las células NK, las células asesinas activadas por linfoquinas (LAK) y los 
macrófagos/monocitos. 
 
Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresión “fracción de unión a antígeno” se refiere a una molécula de 60 
polipéptido que se une específicamente a un determinante antigénico. En una realización, una fracción de unión a 
antígeno es capaz de dirigir la entidad a la que se encuentra unida (por ejemplo una citoquina o una segunda 
fracción de unión a antígeno) a un sitio diana, por ejemplo a un tipo específico de célula tumoral o estroma tumoral 
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que porta el determinante antigénico. Entre las fracciones de unión a antígeno se incluyen anticuerpos y fragmentos 
de los mismos, tal como se define adicionalmente en la presente memoria. Entre las fracciones de unión a antígeno 
preferentes se incluyen un dominio de unión a antígeno de un anticuerpo, que comprende una región variable de 
cadena pesada de anticuerpo y una región variable de cadena ligera de anticuerpo. En determinadas realizaciones, 
las fracciones de unión a antígeno pueden comprender regiones constantes de anticuerpo definidas adicionalmente 5 
en la presente memoria y conocidas de la técnica. Entre las regiones constantes de cadena pesada que resultan 
útiles se incluyen cualquiera de los cinco isotipos: α, δ, ε, γ ó µ. Entre las regiones constantes de cadena ligera que 
resultan útiles se incluyen cualquiera de los dos isotipos: κ y λ. 
 
La expresión “se une específicamente” se refiere a que la unión es selectiva para el antígeno y puede discriminarse 10 
de interacciones no deseadas o no específicas. La capacidad de la fracción de unión a antígeno de unirse a un 
determinante antigénico específico puede medirse mediante un ensayo de inmunosorción ligada a enzima (ELISA) u 
otras técnicas que resultarán familiares al experto en la materia, por ejemplo la técnica de resonancia del plasmón 
superficial (analizada en un instrumento BIAcore) (Liljeblad et al., Glyco. J. 17:323-329, 2000) y ensayos de unión 
tradicionales (Heeley R.P., Endocr. Res. 28:217-229, 2002). 15 
 
Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresión “determinante antigénico” es sinónima de “antígeno” y 
“epítopo”, y se refiere a un sitio (por ejemplo un tramo contiguo de aminoácidos o una configuración conformacional 
constituida de diferentes regiones de aminoácidos no contiguos) en una macromolécula polipeptídica a la que se une 
una fracción de unión a antígeno, formando un complejo de fracción de unión a antígeno-antígeno. Pueden 20 
encontrarse determinantes antigénicos útiles, por ejemplo sobre las superficies de las células tumorales, sobre las 
superficies de las células infectadas por virus, sobre las superficies de otras células enfermas, circulantes en el 
suero sanguíneo y/o en la matriz extracelular (ECM). 
 
Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "polipéptido" se refiere a una molécula compuesta de 25 
monómeros (aminoácidos) unidos linealmente mediante enlaces amídicos (también conocidos como enlaces 
peptídicos). El término “polipéptido” se refiere a cualquier cadena de dos o más aminoácidos, y no se refiere a una 
longitud específica del producto. De esta manera, dentro de la definición de “polipéptido” se incluyen péptidos, 
dipéptidos, tripéptidos, oligopéptidos, “proteína”, “cadena de aminoácidos” o cualquier otra expresión utilizada para 
referirse a una cadena de dos o más aminoácidos, y el término “polipéptido” puede utilizarse en lugar de, o 30 
intercambiablemente con, cualquiera de dichos términos. El término “polipéptido” también pretender referirse a los 
productos de las modificaciones posteriores a la expresión del polipéptido, incluyendo, aunque sin limitación, la 
glucosilación, acetilación, fosforilación, amidación, derivatización con grupos protectores/bloqueantes, corte 
proteolítico o modificación con aminoácidos naturales. Puede derivarse un polipéptido de una fuente biológica 
natural o producirse mediante tecnología recombinante, aunque no se traduce necesariamente a partir de una 35 
secuencia de ácidos nucleicos designada. Puede generarse de cualquier manera, incluyendo mediante síntesis 
química. Un polipéptido de la invención puede presentar un tamaño de aproximadamente 3 ó más, 5 ó más, 10 ó 
más, 20 ó más, 25 ó más, 50 ó más, 75 ó más, 100 ó más, 200 ó más, 500 ó más, 1.000 ó más, ó 2.000 ó más 
aminoácidos. Los polipéptidos pueden presentar una estructura tridimensional definida, aunque no presentan 
necesariamente dicha estructura. Se hace referencia a los polipéptidos con una estructura tridimensional definida 40 
como plegados, y a los polipéptidos que no presentan una estructura tridimensional definida, sino que pueden 
adoptar un gran número de conformaciones diferentes, como no plegados. 
 
Un polipéptido o variante del mismo “aislado”, o derivado del mismo, pretende referirse a un polipéptido que no se 
encuentra en su ambiente natural. No resulta necesario un nivel particular de purificación. Por ejemplo, puede 45 
extraerse un polipéptido aislado de su ambiente nativo o natural. Los polipéptidos producidos recombinantemente y 
las proteínas expresadas en células huésped se consideran aislados para los fines de la invención, al igual que los 
polipéptidos nativos o recombinantes que han sido separados, fraccionados o parcial o sustancialmente purificados 
mediante cualquier técnica adecuada. 
 50 
Se define "porcentaje (%) de identidad de secuencias de aminoácidos" con respecto a un polipéptido de referencia 
como el porcentaje de residuos aminoácidos en una secuencia candidata que son idénticos a los residuos 
aminoácidos en la secuencia polipeptídica de referencia tras la alineación de las secuencias y la introducción de 
huecos, en caso necesario, para alcanzar el porcentaje máximo de identidad de secuencia, y no considerando 
ninguna sustitución conservadora como parte de la identidad de secuencias. La alineación con fines de determinar el 55 
porcentaje de identidad de secuencia de aminoácidos puede conseguirse de diversas maneras que se encuentran 
comprendidas dentro de los conocimientos del experto en la materia, por ejemplo utilizando programas informáticos 
disponibles públicamente, tales como BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign (ADNSTAR). El experto en la materia 
podrá determinar los parámetros apropiados para alinear las secuencias, incluyendo cualquier algoritmo necesario 
para alcanzar la alineación máxima a lo largo de la longitud completa de las secuencias que se comparan. Para los 60 
fines de la presente memoria, sin embargo, los valores de % de identidad de secuencia de aminoácidos se generan 
utilizando el programa informático de comparación de secuencias ALIGN-2. El autor del programa informático de 
comparación de secuencias ALIGN-2 es Genentech, Inc., y el código fuente ha sido presentado conjuntamente con 
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la documentación para usuario en el U.S. Copyright Office, Washington D.C., 20559, en donde se ha registrado bajo 
el nº de registro U.S. Copyright TXU510087. El programa ALIGN-2 se encuentra disponible públicamente de 
Genentech, Inc., South San Francisco, California, o puede compilarse a partir del código fuente. El programa ALIGN-
2 debería compilarse para la utilización en un sistema operativo UNIX, incluyendo UNIX V4.0D digital. Todos los 
parámetros de comparación de secuencias son fijados por el programa ALIGN-2 y no varían. En los casos en que se 5 
utiliza ALIGN-2 para las comparaciones entre secuencias de aminoácidos, el % de identidad de secuencia de 
aminoácidos de una secuencia de aminoácidos dada A respecto a una secuencia de aminoácidos dada B (que 
alternativamente puede expresarse como una secuencia de aminoácidos dada A que presenta o comprende un 
determinado % de identidad de secuencia de aminoácidos respecto a una secuencia de aminoácidos dada B) se 
calcula de la manera siguiente: 10 
 
     100 veces la fracción X/Y 
 
en la que X es el número de residuos aminoácidos puntuado como correspondencias idénticas por el programa de 
alineación de secuencias ALIGN-2 en la alineación del programa de A y B, y en el que Y es el número total de 15 
residuos aminoácidos de B. Se apreciará que, en el caso de que la longitud de la secuencia de aminoácidos A no 
sea igual a la longitud de la secuencia de aminoácidos B, el % de identidad de la secuencia de aminoácidos de A 
respecto a B no será igual al % de identidad de secuencia de aminoácidos de B respecto a A. A menos que se 
indique específicamente lo contrario, todos los valores de % de identidad de secuencia de aminoácidos utilizados en 
la presente memoria se obtienen tal como se describe en el párrafo inmediatamente anterior utilizando el programa 20 
informático ALIGN-2. 
 
El término "polinucleótido" se refiere a una molécula o constructo aislado de ácidos nucleicos, por ejemplo un ARN 
mensajero (ARNm), ARN derivado de virus o ADN de plásmido (ADNp). Un polinucléotido puede comprender un 
enlace fosfodiéster convencional o un enlace no convencional (por ejemplo un enlace amida, tal como el presente en 25 
los ácidos péptido nucleicos (APN). La expresión "molécula de ácidos nucleicos" se refiere a uno o más segmentos 
de ácido nucleico cualesquiera, por ejemplo fragmentos de ADN o ARN, presentes en un polinucléotido. 
 
El término "aislado" referido a una molécula de ácido nucleico o polinucleótido se refiere a una molécula de ácido 
nucleico, ADN o ARN, que ha sido extraída de su ambiente nativo. Por ejemplo, un polinucleótido recombinante 30 
codificante de un polipéptido terapéutico contenido en un vector se considera aislado para los fines de la presente 
invención. Entre los ejemplos adicionales de un polinucleótido aislado se incluyen polinucléotidos recombinantes 
mantenidos en células huésped heterólogas o polinucléotidos purificados (parcial o sustancialmente) en solución. Un 
polinucleótido aislado incluye una molécula polinucleótida contenida en células que habitualmente contienen la 
molécula polinucleótida, aunque la molécula polinucleótida se encuentre presente extracromosómicamente o en una 35 
localización cromosómica que sea diferente de su localización cromosómica natural. Entre las moléculas de ARN 
aisladas se incluyen los transcritos de ARN in vivo o in vitro de la presente invención, así como formas de cadena 
positiva y negativa y formas de doble cadena. Entre los polinucleótidos o ácidos nucleicos aislados según la 
presente invención se incluyen además dichas moléculas producidas sintéticamente. Además, un polinucleótido o 
ácido nucleico puede ser, o puede incluir, un elemento regulador tal como un promotor, un sitio de unión ribosómica 40 
o un terminador de transcripción. 
 
La referencia a un ácido nucleico o polinucleótido que presenta una secuencia de nucleótidos por lo menos, por 
ejemplo, 95% "idéntica" a una secuencia de nucleótidos de referencia de la presente invención, se pretende decir 
que la secuencia de nucleótidos del polinucleótido es idéntica a la secuencia de referencia, excepto en que la 45 
secuencia polinucleótida puede incluir hasta cinco mutaciones puntuales por cada 100 nucleótidos de la secuencia 
de nucleótidos de referencia. En otras palabras, para obtener un polinucleótido que presente una secuencia de 
nucleótidos por lo menos 95% idéntica a una secuencia de nucleótidos de referencia, hasta 5% de los nucleótidos en 
la secuencia de referencia pueden delecionarse o sustituirse por otro nucleótido, o puede insertarse en la secuencia 
de referencia un grupo de nucleótidos de hasta 5% de los nucleótidos totales de la secuencia de referencia. Estas 50 
alteraciones de la secuencia de referencia pueden producirse en las posiciones 5' ó 3' terminales de la secuencia de 
nucleótidos de referencia o en cualquier sitio entre dichas posiciones terminales, entremezcladas individualmente 
entre residuos en la secuencia de referencia o en uno o más grupos contiguos dentro de la secuencia de referencia. 
En la práctica, puede determinarse si alguna secuencia polinucléotida particular es idéntica por lo menos al 80%, 
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ó 99% a una secuencia de nucleótidos de la presente invención 55 
convencionalmente mediante la utilización de programas informáticos conocidos, tales como los indicados 
anteriormente para los polipéptidos (por ejemplo ALIGN-2). 
 
La expresión "casete de expresión" se refiere a un polinucleótido generado recombinantemente o sintéticamente con 
una serie de elementos ácidos nucleicos especificados que permiten la transcripción de un ácido nucleico particular 60 
en una célula diana. El casete de expresión recombinante puede incorporarse en un plásmido, cromosoma, ADN 
mitocondrial, ADN de plástido, virus o fragmento de ácido nucleico. Típicamente, la parte de casete de expresión 
recombinante de un vector de expresión incluye, entre otras secuencias, una secuencia de ácidos nucleicos que 

E12702045
30-06-2016ES 2 579 987 T3

 



11 

 

debe transcribirse y un promotor. En determinadas realizaciones, el casete de expresión de la invención comprende 
secuencias polinucleótidas que codifican polipéptidos mutantes o inmunoconjugados de IL-2 de la invención o 
fragmentos de los mismos. 
 
El término "vector" o "vector de expresión" es sinónimo de "constructo de expresión" y se refiere a una molécula de 5 
ADN que se utiliza para introducir y dirigir la expresión de un gen específico al que se encuentra operablemente 
asociado en una célula diana. El término incluye el vector en forma de una estructura autorreplicante de ácidos 
nucleicos, así como el vector incorporado en el genoma de una célula huésped en la que ha sido introducido. El 
vector de expresión de la presente invención comprende un casete de expresión. Los vectores de expresión 
permiten la transcripción de grandes cantidades de ARNm estable. Tras entrar el vector de expresión en la célula 10 
diana, la molécula de ácido ribonucleico o proteína que se encuentra codificada por el gen es producido por la 
maquinaria celular de transcripción y/o traducción. En una realización, el vector de expresión de la invención 
comprende un casete de expresión que comprende secuencias polinucleótidas que codifican polipéptidos mutantes 
o inmunoconjugados de IL-2 de la invención o fragmentos de los mismos. 
 15 
El término "artificial" se refiere a una composición sintética o no derivada de la célula huésped, por ejemplo un 
oligonucleótido de síntesis química. 
 
Las expresiones "célula huésped", "línea celular huésped" y "cultivo de células huésped" se utilizan 
intercambiablemente y se refieren a células en las que se han introducido ácidos nucleicos exógenos, incluyendo la 20 
progenie de dichas células. Entre las células huésped se incluyen "transformantes" y "células transformadas", 
incluyendo la célula transformada primaria y la progenie derivada de la misma con independencia del número de 
pases. La progenie puede no ser completamente idéntica en contenido de ácidos nucleicos a una célula parental, 
sino que puede contener mutaciones. Se encuentra incluida en la presente memoria la progenie mutante que 
presenta la misma función o actividad biológica para la que se ha realizado el cribado o selección en la célula 25 
originalmente transformada. 
 
El término "anticuerpo" en la presente memoria se utiliza en el sentido más amplio y comprende diversas estructuras 
de anticuerpo, incluyendo, aunque sin limitación, anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, anticuerpos 
multiespecíficos (por ejemplo anticuerpos biespecíficos) y fragmentos de anticuerpos, con la condición de que 30 
muestren la actividad de unión a antígeno deseada. 
 
La expresión "anticuerpo de longitud completa", "anticuerpo intacto" y "anticuerpo completo" se utilizan en la 
presente memoria intercambiablemente para referirse a un anticuerpo que presenta una estructura sustancialmente 
similar a una estructura nativa de anticuerpo o que presenta cadenas pesadas que contienen una región Fc tal como 35 
se define en la presente memoria. 
 
Un "fragmento de anticuerpo" se refiere a una molécula diferente de un anticuerpo intacto, que comprende una parte 
de un anticuerpo intacto que se une al antígeno al que se une el anticuerpo intacto. Entre los ejemplos de 
fragmentos de anticuerpo se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, Fv, Fab, Fab’, Fab’-SH, F(ab’)2, diacuerpos, 40 
anticuerpos lineales, moléculas de anticuerpo de cadena sencilla (por ejemplo scFv) y anticuerpos multiespecíficos 
formados a partir de fragmentos de anticuerpo. Para una revisión de determinados fragmentos de anticuerpo, ver 
Hudson et al., Nat. Med. 9:129-134, 2003. Para una revisión de los fragmentos scFv, ver, por ejemplo, Plückthun, en 
The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg and Moore (editores), Springer-Verlag, New York, 
páginas 269 a 315, 1994; ver también el documento nº WO 93/16185, y las patentes US nº  5.571.894 y nº 45 
5.587.458. Para un comentario de los fragmentos Fab y F(ab’)2 que comprenden residuos de epítopo ligante de 
receptor de reciclaje y que presentan una vida media incrementada, ver la patente US nº 5.869.046. Los diacuerpos 
son fragmentos de anticuerpo con dos sitios de unión a antígeno que pueden ser bivalentes o biespecíficos. Ver, por 
ejemplo, la patente nº EP 404.097, el documento nº WO 1993/01161; Hudson et al., Nat. Med. 9:129-134, 2003, y 
Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448, 1993. Los triacuerpos y tetracuerpos también se describen 50 
en Hudson et al., Nat. Med. 9:129-134, 2003. Los fragmentos de anticuerpo pueden prepararse mediante diversas 
técnicas, incluyendo, aunque sin limitación, la digestión proteolítica de un anticuerpo intacto, así como la producción 
por parte de células huésped recombinantes (por ejemplo E. coli o fagos), tal como se describe en la presente 
memoria.  
 55 
La expresión "molécula de inmunoglobulina" se refiere a una proteína que presenta la estructura de un anticuerpo de 
origen natural. Por ejemplo, las inmunoglobulinas de la clase IgG son glucoproteínas heterotetraméricas de 
aproximadamente 150.000 daltons, compuestas de dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas que se encuentran 
unidas mediante enlaces disulfuro. De extremo N-terminal a extremo C-terminal, cada cadena pesada presenta una 
región variable (VH), también denominada dominio pesado variable o una región variable de cadena pesada, 60 
seguido de tres dominios constantes (CH1, CH2 y CH3), también denominado región constante de cadena pesada. 
De manera similar, de extremo N-terminal a extremo C-terminal, cada cadena ligera presenta una región variable 
(VL), también denominada dominio ligero variable o dominio variable de cadena ligera, seguido de un dominio ligero 
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constante (CL), también denominado región constante de cadena ligera. La cadena pesada de una inmunoglobulina 
puede asignarse a cinco tipos, denominados α (IgA), δ (IgD), ε (IgE), γ (IgG) o µ (IgM), algunos de los cuales puede 
dividirse adicionalmente en subtipos, por ejemplo γ1 (IgG1), γ2 (IgG2), γ3 (IgG3), γ4 (IgG4), α1 (IgA1) y α2 (IgA2). La 
cadena ligera de una inmunoglobulina puede asignarse a uno de entre dos tipos, denominados kappa (κ) y lambda 
(λ), basándose en la secuencia de aminoácidos de su dominio constante. Una inmunoglobulina consiste 5 
esencialmente de dos moléculas de Fab y un dominio Fc, unidos mediante la región bisagra de inmunoglobulina.  
 
La expresión "dominio de unión a antígeno" se refiere a la parte de un anticuerpo que comprende el área que se une 
específicamente y es complementaria a parte o la totalidad de un antígeno. Puede proporcionarse un dominio de 
unión a antígeno mediante, por ejemplo, uno o más dominios variables de anticuerpo (también denominados 10 
regiones variables de anticuerpo). Preferentemente, el dominio de unión a antígeno comprende una región variable 
de cadena ligera (VL) de anticuerpo y una región variable de cadena pesada (VH) de anticuerpo.  
 
La expresión “región variable” o “dominio variable” se refiere al dominio de una cadena pesada o ligera de anticuerpo 
que participa en la unión del anticuerpo al antígeno. Los dominios variables de la cadena pesada y de la cadena 15 
ligera (VH y VL, respectivamente) de un anticuerpo nativo generalmente presentan estructuras similares, 
comprendiendo cada dominio cuatro regiones marco (FRs) conservadas y tres regiones hipervariables (HVR) Ver, 
por ejemplo, Kindt et al., Kuby Immunology, 6a ed., W.H. Freeman and Co., página 91, 2007. Puede resultar 
suficiente un único dominio VH o VL para proporcionar especificidad de unión de antígeno.  
 20 
La expresión "región hipervariable", o "RHV", tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a cada una de las 
regiones de un dominio variable de anticuerpo que son hipervariables en secuencia y/o forman bucles 
estructuralmente definidos ("bucles hipervariables"). Generalmente, los anticuerpos de cuatro cadenas nativos 
comprenden seis RHV, tres en la VH (H1, H2 y H3) y tres en la VL (L1, L2 y L3). Las HVR generalmente 
comprenden residuos aminoácidos de los bucles hipervariables y/o de las “regiones determinantes de 25 
complementariedad” (RDC), presentando éstas últimas una variabilidad de secuencia más alta y/o participando en el 
reconocimiento de antígeno. Con la excepción de la RDC1 en VH, las RDC generalmente comprenden los residuos 
aminoácidos que forman los bucles hipervariables. Las regiones hipervariables (RHV) también se denominan 
"regiones determinantes de complementariedad" (RDC) y estas expresiones se utilizan intercambiablemente en la 
presente memoria en referencia a partes de la región varaible que forman las regiones de unión a antígeno. Esta 30 
región particular ha sido descrita por Kabat et al., U.S. Dept. of Health and Human Services, “Sequences of Proteins 
of Immunological Interest”, 1983, y por Chothia et al., J. Mol. Biol. 196:901-917, 1987, en las que las definiciones 
incluyen residuos aminoácidos solapantes o subconjuntos de residuos aminoácidos al compararlas entre sí. Sin 
embargo, la aplicación de cualquiera de las definiciones para referirse a una CDR de un anticuerpo o variantes de la 
misma pretende encontrarse comprendida dentro del alcance de la expresión según se define y se utiliza en la 35 
presente memoria. Los residuos aminoácidos apropiados que comprenden las RDC tal como se definen en cada una 
de las referencias citadas se proporcionan a continuación, en la Tabla 1, a modo comparativo. El número exacto de 
residuos que comprende una CDR particular varía dependiendo de la secuencia y tamaño de la CDR. El experto en 
la materia podrá determinar rutinariamente qué residuos comprende una CDR particular dada la secuencia de 
aminoácidos de la región variable del anticuerpo.  40 
 

TABLA 1. Definiciones de RDC1 
CDR Kabat Chothia AbM2 

VH RDC1 31-35 26-32 26-35 
VH RDC2 50-65 52-58 50-58 
VH RDC3 95-102 95-102 95-102 

 
CDR Kabat Chothia AbM2 

VL RDC1 24-34 26-32 24-34 
VL RDC2 50-56 50-52 50-56 
VL RDC3 89-97 91-96 89-97 

1La numeración de todas las definiciones de CDR en la Tabla 1 sigue las convenciones de numeración 
proporcionadas por Kabat et al. (ver posteriormente).  
2 “AbM” con una “b” minúscula, tal como se utiliza en la Tabla 1, se refiere a las CDR según la definición del 
programa informático de modelaje de anticuerpos “AbM” de Oxford Molecular.  

 
Kabat et al. también han definido un sistema de numeración para las secuencias de región variable que resulta 45 
aplicable a cualquier anticuerpo. El experto ordinario en la materia podrá asignar inequívocamente este sistema de 
“numeración de Kabat” a cualquier secuencia de dominio variable sin basarse en ningún dato experimental más allá 
de la secuencia misma. Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresión “numeración de Kabat” se refiere al 
sistema de numeración proporcionado por Kabat et al., U.S. Dept. of Health and Human Services, “Sequences of 
Proteins of Immunological Interest”, 1983. A menos que se indique lo contrario, las referencias a la numeración de 50 
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posiciones específicas de residuos aminoácidos en una región variable de anticuerpo siguen el sistema de 
numeración de Kabat.  
 
Las secuencias polipeptídicas del listado de secuencias (es decir, SEC ID nº  23, 25, 27, 29, 31, 33, etc.) no se 
encuentran numeradas siguiendo el sistema de numeración de Kabat. Sin embargo, se encuentra perfectamente 5 
comprendido dentro de los conocimientos del experto ordinario en la materia convertir la numeración de las 
secuencias del listado de secuencias a la numeración de Kabat.  
 
El término “marco” o "FR” se refiere a residuos de dominio variable diferentes de los residuos de la región 
hipervariable (RHV). La FR de un dominio variable generalmente consiste de cuatro dominios FR: FR1, FR2, FR3 y 10 
FR4. De acuerdo con lo anterior, las secuencias de RHV y FR generalmente aparecen en la secuencia siguiente en 
VH (o en VL): FR1-H1(L1)-FR2-H2(L2)-FR3-H3(L3)-FR4.  
 
La “clase” de un anticuerpo se refiere al tipo de dominio constante o región constante que presenta su cadena 
pesada. Existen cinco clases principales de anticuerpo: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, y algunas de ellas pueden dividirse 15 
adicionalmente en subclases (isotipos), por ejemplo IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4, IgA1 e IgA2. Los dominios constantes de 
cadena pesada que corresponden a las diferentes clases de inmunoglobulinas se denominan α, δ, ε, γ y µ, 
respectivamente.  
 
La expresión "región Fc" en la presente memoria se utiliza para definir una región C-terminal de una cadena pesada 20 
de inmunoglobulina que contiene por lo menos parte de la región constante. La expresión incluye las regiones de Fc 
de secuencia nativa y las regiones de Fc variantes. Aunque los límites de la región Fc de una cadena pesada de IgG 
pueden variar ligeramente, la región Fc de cadena pesada de IgG humana habitualmente se define que se extiende 
desde Cys226, o desde Pro230, hasta el extremo carboxilo-terminal de la cadena pesada. Sin embargo, la lisina C-
terminal (Lys447) de la región Fc puede encontrarse presente o no.  25 
 
Una "modificación estimuladora de la heterodimerización" es una manipulación del esqueleto peptídico o las 
modificaciones post-traduccionales de un polipéptido, por ejemplo una cadena pesada de inmunoglobulina, que 
reduce o impide la asociación del polipéptido con un polipéptido idéntico para formar un homodímero.  Una 
modificación estimuladora de la heterodimerización tal como se utiliza en la presente memoria incluye 30 
particularmente modificaciones separadas realizadas en cada uno de los dos polipéptidos que se desea que formen 
un dímero, en la que las modificaciones son complementarias entre sí, de manera que se induce la asociación de los 
dos polipéptidos. Por ejemplo, una modificación estimuladora de la heterodimerización puede alterar la estructura o 
la carga de uno o ambos polipéptidos que se desea que formen un dímero, de manera que la asociación resulte 
estérica o electrostáticamente favorable, respectivamente. La heterodimerización se produce entre dos polipéptidos 35 
no idénticos, tales como dos cadenas pesadas de inmunoglobulina en las que los componentes adicionales del 
inmunoconjugado fusionados con cada una de las cadenas pesadas (por ejemplo el polipéptido IL-2) no son iguales.  
En los inmunoconjugados de la presente invención, la modificación promotora de heterodimerización se encuentra 
en la cadena o cadenas pesadas, específicamente en el dominio Fc, de una molécula de inmunoglobulina. En 
algunas realizaciones, la modificación promotora de heterodimerización comprende una mutación de aminoácidos, 40 
específicamente una sustitución de aminoácidos. En una realización particular, la modificación estimuladora de la 
heterodimerización comprende una mutación de aminoácidos separada, específicamente una sustitución de 
aminoácidos en cada una de las dos cadenas pesadas de inmunoglobulina.  
 
La expresión “funciones efectoras” utilizada en referencia a anticuerpos se refiere a aquellas actividades biológicas 45 
atribuibles a la región Fc de un anticuerpo, las cuales varían con el isotipo del anticuerpo. Entre los ejemplos de 
funciones efectoras de anticuerpo se incluyen: unión de C1q y citotoxicidad dependiente del complemento (CDC), 
unión de receptor de Fc, citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC), fagocitosis celular 
dependiente de anticuerpos (ADCP), regulación negativa de los receptores de superficie celular (por ejemplo 
receptores de células B) y activación de las células B. 50 
 
Un "receptor de Fc activador" es un receptor de Fc que tras la unión mediante una región de Fc de un anticuerpo 
induce sucesos de señalización que estimulan a que la célula portadora de receptor realice funciones efectoras. 
Entre los receptores de Fc activadores humanos se incluyen FcγRIIIa (CD16a), FcγRI (CD64), FcγRIIa (CD32) y 
FcαRI (CD89).  55 
 
Tal como se utiliza en la presente memoria, los términos "manipular, manipulado, manipulación" se considera que 
incluyen cualquier manipulación del esqueleto peptídico o las modificaciones post-traduccionales de un polipéptido 
natural o recombinante o fragmento del mismo. La manipulación incluye modificaciones de la secuencia de 
aminoácidos, del patrón de glucosilación o del grupo de cadena lateral de aminoácidos individuales, así como 60 
combinaciones de dichos enfoques.  
 
Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “inmunoconjugado” se refiere a una molécula de polipéptido 
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que incluye por lo menos una fracción IL-2 y por lo menos una fracción de unión a antígeno. En determinadas 
realizaciones, el inmunoconjugado comprende por lo menos una fracción IL-2 y por lo menos dos fracciones de 
unión a antígeno.  Los inmunoconjugados particulares según la invención esencialmente consisten de una fracción 
IL-2 y dos fracciones de unión a antígeno unidas mediante una o más secuencias conectoras. La fracción de unión a 
antígeno puede unirse a la fracción IL-2 mediante una diversidad de interacciones y en una diversidad de 5 
configuraciones tal como se indica en la presente memoria.  
 
Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresión “fracción de unión a antígeno de control” se refiere a una 
fracción de unión a antígeno tal como existiría libre de otras fracciones de unión a antígeno y fracciones efectoras. 
Por ejemplo, al comparar un inmunoconjugado Fab-IL2-Fab descrito en la presente memoria con una fracción de 10 
unión a antígeno de control, la fracción de unión a antígeno de control es Fab libre, en la que el inmunoconjugado 
Fab-IL2-Fab y la molécula Fab libre pueden unirse ambas específicamente al mismo determinante antigénico.  
 
Tal como se utiliza en la presente memoria, los términos “primer” y “segundo” con respecto a las fracciones de unión 
a antígeno, etc., se utilizan por conveniencia para distinguir en qué casos se encuentra presente más de uno de 15 
cada tipo de fracción. La utilización de dichas expresiones no pretende proporcionar un orden específico u 
orientación del inmunoconjugado a menos que ello se indique explícitamente.  
 
Una "cantidad eficaz" de un agente se refiere a la cantidad necesaria para resultar en un cambio fisiológico en la 
célula o tejido en el que se administra. 20 
 
Una “cantidad terapéuticamente eficaz” de un agente, por ejemplo de una composición farmacéutica, se refiere a 
una cantidad que resulta eficaz, a las dosis y durante los periodos de tiempo necesarios, para conseguir el resultado 
terapéutico o profiláctico deseado. Una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente, por ejemplo, elimina, reduce, 
retrasa, minimiza o impide los efectos adversos de una enfermedad.  25 
 
Un “individuo” o “sujeto” es un mamífero. Entre los mamíferos se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, animales 
domesticados (por ejemplo vacas, ovejas, gatos, perros y caballos), primates (por ejemplo seres humanos y 
primates no humanos tales como monos), conejos y roedores (por ejemplo ratones y ratas). Particularmente, el 
individuo o sujeto es un ser humano. 30 
 
La expresión “composición farmacéutica” se refiere a una preparación que se encuentra en una forma tal que 
permite que la actividad biológica de un ingrediente activo contenido en la misma resulte eficaz, y que no contiene 
componentes adicionales que resulten inaceptablemente tóxicos para un sujeto en el que se administre la 
formulación.  35 
 
Un “portador farmacéuticamente aceptable” se refiere a un ingrediente en una composición farmacéutica, aparte de 
un ingrediente activo, que no resulta tóxico para el sujeto. Un portador farmacéuticamente aceptable incluye, aunque 
sin limitación, un tampón, excipiente, estabilizador o conservante.  
 40 
Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “tratamiento” (y las variaciones gramaticales del mismo tales 
como “tratar” o “tratando”) se refieren a la intervención clínica en un intento para alterar el curso natural del individuo 
bajo tratamiento, y puede llevarse a cabo para la profilaxis o durante el curso de la patología clínica. Entre los 
efectos deseables del tratamiento se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, la prevención de la aparición o de la 
recurrencia de una enfermedad, el alivio de los síntomas, la reducción de cualquier consecuencia patológica directa 45 
o indirecta de la enfermedad, la prevención de la metástasis, la reducción de la tasa de progresión de la 
enfermedad, la mejora o paliación del estado de enfermedad, y la remisión o mejora del pronóstico. En algunas 
realizaciones, se utilizan polipéptidos IL-2 mutantes e inmunoconjugados indicados en la presente memoria para 
retrasar el desarrollo de una enfermedad o para enlentecer el avance de la misma.  
 50 
Descripción detallada de las realizaciones  
 
La presente invención presenta como objetivo proporcionar un polipéptido IL-2 mutante que presenta propiedades 
mejoradas para la inmunoterapia.  En particular, la invención presente como objetivo eliminar propiedades 
farmacológicas de IL-2 que contribuyen a la toxicidad pero que no resultan esenciales para la eficacia de IL-2. Tal 55 
como se ha comentado anteriormente, diferentes formas del receptor de IL-2 consisten de diferentes subunidades y 
muestran diferentes afinidades para IL-2. El receptor de IL-2 de afinidad intermedia, que consiste de las subunidades 
β y γ, se expresa en células efectoras en reposo y resulta suficiente para la señalización de IL-2.  El receptor de IL-2 
de alta afinidad, que comprende adicionalmente la subunidad α del receptor, se expresa principalmente en células T 
reguladoras (Treg), así como en células efectoras activadas en las que su unión a través de IL-2 puede inducir la 60 
inmunosupresión mediada por células Treg o la muerte celular inducida por activación (AICD), respectivamente.  De 
esta manera, sin pretender restringirse a ninguna teoría en particular, la reducción o eliminación de la afinidad de IL-
2 para la subunidad α del receptor de IL-2 debería reducir la regulación negativa inducida por IL-2 del 
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funcionamiento de las células efectoras por parte de las células T reguladoras y el desarrollo de tolerancia tumoral 
mediante el proceso de la AICD. Por otra parte, el mantenimiento de la afinidad para el receptor de IL-2 de afinidad 
intermedia debería mantener la inducción de la proliferación y activación de células efectoras tales como las células 
NK y T por parte de IL-2.  
 5 
Ya existen en la técnica varios mutantes de IL-2; sin embargo, los inventores han encontrado nuevas mutaciones de 
aminoácidos del polipéptido IL-2, y combinaciones de las mismas, que resultan particularmente adecuadas para 
proporcionar a IL-2 las características deseadas para la inmunoterapia.   
 
La presente exposición proporciona un polipéptido interleuquina-2 (IL-2) mutante que comprende una mutación de 10 
aminoácido que anula o reduce la afinidad del polipéptido IL-2 mutante para la subunidad α del receptor de IL-2 y 
conserva la afinidad del polipéptido IL-2 mutante para el receptor de IL-2 de afinidad intermedia, cada uno en 
comparación con un polipéptido IL-2 de tipo salvaje. Pueden generarse mutantes de IL-2 humana (hIL-2) con 
afinidad reducida para CD25, por ejemplo, mediante sustitución de aminoácidos en las posiciones aminoácidas 35, 
38, 42, 43, 45 ó 72 ó combinaciones de las mismas.  Entre las sustituciones ejemplares de aminoácidos se incluyen 15 
K35E, K35A, R38A, R38E, R38N, R38F, R38S, R38L, R38G, R38Y, R38W, F42L, F42A, F42G, F42S, F42T, F42Q, 
F42E, F42N, F42D, F42R, F42K, K43E, Y45A, Y45G, Y45S, Y45T, Y45Q, Y45E, Y45N, Y45D, Y45R, Y45K, L72G, 
L72A, L72S, L72T, L72Q, L72E, L72N, L72D, L72R y L72K. Algunas IL-2 mutantes particulares según la invención 
comprenden una mutación en una posición aminoácida correspondiente a los residuos 42, 45 ó 72 de la IL-2 
humana, o una combinación de las mismas.  Estos mutantes muestran una afinidad de unión sustancialmente similar 20 
para el receptor de IL-2 de afinidad intermedia, y presentan una afinidad sustancialmente reducida para la subunidad 
α del receptor de IL-2 y el receptor de IL-2 de alta afinidad en comparación con la forma de tipo salvaje de la IL-2 
mutante.  
 
Entre otras características de los mutantes útiles pueden incluirse la capacidad de inducir la proliferación de las 25 
células T y/o NK portadoras de receptores de IL-2, la capacidad de inducir la señalización de IL-2 en células T y/o 
NK portadoras de receptores de IL-2, la capacidad de generar interferón (IFN)-γ como citoquina secundaria por parte 
de las células NK, una capacidad reducida de inducir la elaboración de citoquinas secundarias, particularmente IL-10 
y TNF-α por parte de células mononucleares sanguíneas periféricas (PBMCs), una capacidad reducida de activar 
células T reguladoras, una capacidad reducida de inducir apoptosis en las células T y un perfil de toxicidad reducido 30 
in vivo. 
 
En una realización según la exposición, la mutación de aminoácidos que elimina o reduce la afinidad del polipéptido 
IL-2 mutante para el receptor de IL-2 de alta afinidad y conserva la afinidad del polipéptido IL-2 mutante para el 
receptor de IL-2 de afinidad intermedia, se encuentra en una posición correspondiente al residuo 72 de la IL-2 35 
humana. En una realización, dicha mutación de aminoácidos es una sustitución de aminoácido.  En una realización, 
dicha sustitución de aminoácidos se selecciona de entre el grupo de L72G, L72A, L72S, L72T, L72Q, L72E, L72N, 
L72D, L72R y L72K.  En una realización más específica, dicha primera mutación de aminoácido es la sustitución de 
aminoácido L72G.   
 40 
En un aspecto particular, la invención proporciona un polipéptido IL-2 mutante que comprende una primera y una 
segunda mutaciones de aminoácidos que elimina o reduce la afinidad del polipéptido IL-2 mutante para la subunidad 
α del receptor de IL-2 y conserva la afinidad del polipéptido IL-2 mutante para el receptor de IL-2 de afinidad 
intermedia.  En una realización, dicha primera mutación de aminoácido se encuentra en una posición 
correspondiente al residuo 72 de la IL-2 humana. En una realización, dicha primera mutación de aminoácido es una 45 
sustitución de aminoácido.  En una realización específica, dicha primera mutación de aminoácido es una sustitución 
de aminoácido seleccionada de entre el grupo de L72G, L72A, L72S, L72T, L72Q, L72E, L72N, L72D, L72R y L72K.  
En una realización todavía más específica, dicha sustitución de aminoácido es L72G. Dicha segunda mutación de 
aminoácido se encuentra en una posición diferente que dicha primera mutación de aminoácido.  En una realización, 
dicha segunda mutación de aminoácido se encuentra en una posición seleccionada de entre una posición 50 
correspondiente al residuo 35, 38, 42, 43 ó 45 de la IL-2 humana. En una realización, dicha segunda mutación de 
aminoácido es una sustitución de aminoácido.  En una realización específica, dicha sustitución de aminoácido se 
selecciona de entre el grupo de K35E, K35A, R38A, R38E, R38N, R38F, R38S, R38L, R38G, R38Y, R38W, F42L, 
F42A, F42G, F42S, F42T, F42Q, F42E, F42N, F42D, F42R, F42K, K43E, Y45A, Y45G, Y45S, Y45T, Y45Q, Y45E, 
Y45N, Y45D, Y45R y Y45K.  En una realización particular, dicha segunda mutación de aminoácido se encuentra en 55 
una posición correspondiente al residuo 42 ó 45 de la IL-2 humana.  En una realización específica, dicha segunda 
mutación de aminoácido es una sustitución de aminoácido, seleccionada de entre el grupo de F42A, F42G, F42S, 
F42T, F42Q, F42E, F42N, F42D, F42R, F42K, Y45A, Y45G, Y45S, Y45T, Y45Q, Y45E, Y45N, Y45D, Y45R y Y45K. 
En una realización más específica, dicha segunda mutación de aminoácido es la sustitución de aminoácido F42A o 
Y45A.  En una realización más particular, dicha segunda mutación de aminoácido se encuentra en una posición 60 
correspondiente al residuo 42 de la IL-2 humana. En una realización específica, dicha segunda mutación de 
aminoácido es una sustitución de aminoácido, seleccionada de entre el grupo de F42A, F42G, F42S, F42T, F42Q, 
F42E, F42N, F42D, F42R y F42K.  En una realización más específica, dicha sustitución de aminoácido es F42A. En 
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otra realización, dicha segunda mutación de aminoácido se encuentra en una posición correspondiente al residuo 45 
de la IL-2 humana. En una realización específica, dicha segunda mutación de aminoácido es una sustitución de 
aminoácido, seleccionada de entre el grupo de Y45A, Y45G, Y45S, Y45T, Y45Q, Y45E, Y45N, Y45D, Y45R y Y45K.  
En una realización más específica, dicha sustitución de aminoácido es Y45A. En determinadas realizaciones, el 
polipéptido IL-2 mutante comprende una tercera mutación de aminoácido que elimina o reduce la afinidad del 5 
polipéptido IL-2 mutante para la subunidad α del receptor de IL-2 y conserva la afinidad del polipéptido IL-2 mutante 
para el receptor de IL-2 de afinidad intermedia, comparando cada uno con un polipéptido IL-2 de tipo salvaje.  Dicha 
tercera mutación de aminoácido se encuentra en una posición diferente que dichas primera y segunda mutaciones 
de aminoácidos. En una realización, dicha tercera mutación de aminoácido se encuentra en una posición 
seleccionada de entre las posiciones correspondientes a los residuos 35, 38, 42, 43 y 45 de la IL-2 humana. En una 10 
realización preferente, dicha tercera mutación de aminoácido se encuentra en una posición correspondiente al 
residuo 42 ó 45 de la IL-2 humana. En una realización, dicha tercera mutación de aminoácido se encuentra en una 
posición correspondiente al residuo 42 de la IL-2 humana. En otra realización, dicha tercera mutación de aminoácido 
se encuentra en una posición correspondiente al residuo 45 de la IL-2 humana. En una realización, dicha tercera 
mutación de aminoácido es una sustitución de aminoácido.  En una realización específica, dicha sustitución de 15 
aminoácido se selecciona de entre el grupo de K35E, K35A, R38A, R38E, R38N, R38F, R38S, R38L, R38G, R38Y, 
R38W, F42L, F42A, F42G, F42S, F42T, F42Q, F42E, F42N, F42D, F42R, F42K, K43E, Y45A, Y45G, Y45S, Y45T, 
Y45Q, Y45E, Y45N, Y45D, Y45R y Y45K.  En una realización más específica, dicha sustitución de aminoácido se 
selecciona de entre el grupo de F42A, F42G, F42S, F42T, F42Q, F42E, F42N, F42D, F42R, F42K, Y45A, Y45G, 
Y45S, Y45T, Y45Q, Y45E, Y45N, Y45D, Y45R y Y45K.  En una realización todavía más específica, dicha sustitución 20 
de aminoácido es F42A o Y45A.  En una realización, dicha sustitución de aminoácido es F42A. En otra realización, 
dicha sustitución de aminoácido es Y45A. En determinadas realizaciones, el polipéptido IL-2 mutante no comprende 
una mutación de aminoácido en la posición correspondiente al residuo 38 de la IL-2 humana.  
 
En un aspecto todavía más particular de la invención se proporciona un polipéptido IL-2 mutante que comprende tres 25 
mutaciones de aminoácidos que eliminan o reducen la afinidad del polipéptido IL-2 mutante para la subunidad α del 
receptor de IL-2 y conservan la afinidad del polipéptido IL-2 mutante para el receptor de IL-2 de afinidad intermedia. 
En una realización, dichas tres mutaciones de aminoácidos se encuentran en posiciones correspondientes a los 
residuos 42, 45 y 72 de la IL-2 humana. En una realización, dichas tres mutaciones de aminoácidos son 
sustituciones de aminoácidos. En una realización, dichas tres mutaciones de aminoácidos son sustituciones de 30 
aminoácidos seleccionadas de entre el grupo de  F42A, F42G, F42S, F42T, F42Q, F42E, F42N, F42D, F42R, F42K, 
Y45A, Y45G, Y45S, Y45T, Y45Q, Y45E, Y45N, Y45D, Y45R, Y45K, L72G, L72A, L72S, L72T, L72Q, L72E, L72N, 
L72D, L72R y L72K. En una realización específica, dichas tres mutaciones de aminoácidos son las sustituciones de 
aminoácidos F42A, Y45A y L72G. 
 35 
En determinadas realizaciones, dicha mutación de aminoácido reduce la afinidad del polipéptido IL-2 mutante para la 
subunidad α del receptor de IL-2 en por lo menos 5 veces, específicamente en por lo menos 10 veces, más 
específicamente por lo menos 25 veces. En realizaciones en las que se produce más de una mutación de 
aminoácido que reduce la afinidad del polipéptido IL-S mutante para la subunidad α del receptor de IL-2, la 
combinación de dichas mutaciones de aminoácidos puede reducir la afinidad del polipéptido IL-2 mutante para la 40 
subunidad α del receptor de IL-2 en por lo menos 30 veces, en por lo menos 50 veces o incluso en por lo menos 100 
veces. En una realización, dicha mutación de aminoácido o combinación de mutaciones de aminoácidos elimina la 
afinidad del polipéptido IL-2 mutante para la subunidad α del receptor de IL-2 de manera que no resulta detectable 
ninguna unión mediante la resonancia de plasmón superficial tal como se describe posteriormente en la presente 
memoria. 45 
Una unión sustancialmente similar al receptor de afinidad intermedia, es decir la conservación de la afinidad del 
polipéptido IL-2 mutante para dicho receptor, se consigue en el caso de que la IL-2 mutante muestre una afinidad 
superior a aproximadamente 70% de la afinidad de una forma de tipo salvaje de la IL-2 mutante para el receptor de 
IL-2 de afinidad intermedia. Las IL-2 mutantes de la invención pueden mostrar una afinidad superior a 
aproximadamente 80% y todavía superior a aproximadamente 90% de dicha afinidad. 50 
 
Los inventores han encontrado que una reducción de la afinidad de IL-2 para la subunidad α del receptor de IL-2 en 
combinación con la eliminación de la O-glucosilación de IL-2 resulta en una proteína IL-2 con propiedades 
mejoradas. Por ejemplo, la eliminación del sitio de O-glucosilación resulta en un producto más homogéneo en el 
caso de que el polipéptido IL-2 mutante se expresa en células de mamífero, tales como células CHO o HEK. 55 
 
De esta manera, en determinadas realizaciones, el polipéptido IL-2 mutante según la invención comprende una 
mutación de aminoácido adicional que elimina el sitio de O-glucosilación de IL-2 en una posición correspondiente al 
residuo 3 de la IL-2 humana. En una realización, dicha mutación adicional de aminoácido que elimina el sitio de O-
glucosilación de IL-2 en una posición correspondiente al residuo 3 de la IL-2 humana es una sustitución de 60 
aminoácido. Entre las sustituciones de aminoácido ejemplares se incluyen T3A, T3G, T3Q, T3E, T3N, T3D, T3R, 
T3K y T3P. En una realización específica, dicha mutación de aminoácido adicional es la sustitución de aminoácido 
T3A. 
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En determinadas realizaciones, el polipéptido IL-2 mutante es esencialmente una molécula de IL-2 de longitud 
completa. En determinadas realizaciones, el polipéptido IL-2 mutante es molécula de IL-2 humana. En una 
realización, el polipéptido IL-2 mutante comprende la secuencia SEC ID nº 1 con por lo menos una mutación de 
aminoácido que elimina o reduce la afinidad del polipéptido IL-2 mutante para la subunidad α del receptor de IL-2 5 
pero conserva la afinidad del polipéptido IL-2 mutante para el receptor de IL-2 de afinidad intermedia, en 
comparación con un polipéptido IL-2 que comprende SEC ID nº 1 sin dicha mutación. En otra realización, el 
polipéptido IL-2 mutante comprende la secuencia SEC ID nº 3 con por lo menos una mutación de aminoácido que 
elimina o reduce la afinidad del polipéptido IL-2 mutante para la subunidad α del receptor de IL-2 pero conserva la 
afinidad del polipéptido IL-2 mutante para el receptor de IL-2 de afinidad intermedia, en comparación con un 10 
polipéptido IL-2 que comprende SEC ID nº 3 sin dicha mutación. 
 
En una realización específica, el polipéptido IL-2 puede inducir una o más de las respuestas celulares seleccionadas 
de entre el grupo que consiste de:  la proliferación en una célula linfocito T activado, la diferenciación en una célula 
linfocito T activado, la actividad de células T citotóxicas (CTL), la proliferación en una célula B activada, la 15 
diferenciación de células B activadas, la proliferación de células asesinas naturales (NK), la diferenciación en una 
célula NK, la secreción de citoquinas por parte de una célula T actividad o de una célula NK, y la citotoxicidad 
antitumoral de células NK/linfocitos asesinos activados (LAK). 
 
En una realización, el polipéptido IL-2 mutante presenta una capacidad reducida de inducir la señalización de IL-2 en 20 
células T reguladoras, en comparación con un polipéptido IL-2 de tipo salvaje. En una realización, el polipéptido IL-2 
mutante induce menos muerte celular inducida por activación (AICD) en las células T en comparación con un 
polipéptido IL-2 de tipo salvaje. En una realización, el polipéptido IL-2 mutante presenta un perfil de toxicidad 
reducido in vivo en comparación con un polipéptido IL-2 de tipo salvaje. En una realización, el polipéptido IL-2 
mutante presenta un perfil de toxicidad reducido in vivo en comparación con un polipéptido IL-2 de tipo salvaje. 25 
 
Un polipéptido IL-2 mutante particular según la invención comprende cuatro sustituciones de aminoácido en 
posiciones correspondientes a los residuos 3, 42, 45 y 72 de la IL-2 humana. Son sustituciones de aminoácidos 
específicas, T3A, F42A, Y45A y L72G. Tal como se demuestra en los Ejemplos adjuntos, dicho polipéptido IL-2 
mutante cuádruple no muestra unión detectable a CD25, una capacidad reducida de inducir apoptosis en células T, 30 
una capacidad reducida de inducir señalización de IL-2 en células Treg y un perfil de toxicidad in vivo reducido. Sin 
embargo, conserva capacidad de activar la señalización de IL-2 en células efectoras, de inducir proliferación de las 
células efectoras y de generar IFN-γ como citoquina secundaria por parte de las células NK. 
 
Además, dicho polipéptido IL-2 mutante presenta propiedades ventajosas adicionales, tales como una hidrofobicidad 35 
superficial reducida, una buena estabilidad y un buen rendimiento de expresión, tal como se indica en los Ejemplos. 
Inesperadamente, dicho polipéptido IL-2 mutante también proporciona una vida media en suero prolongada en 
comparación con la IL-2 de tipo salvaje. 
 
Las IL-2 mutantes de la invención, además de presentar mutaciones en la región de IL-2 que forma la interfaz de IL-40 
2 con CD25 o el sitio de glucosilación, también pueden presentar una o más mutaciones en la secuencia de 
aminoácidos en el exterior de dichas regiones. Dichas mutaciones adicionales en la IL-2 humana pueden 
proporcionar ventajas adicionales, tales como la expresión o estabilidad incrementadas. Por ejemplo, la cisteína en 
la posición 125 puede sustituirse por un aminoácido neutro, tal como serina, alanina, treonina o valina, rindiendo IL-2 
C125S, IL-2 C125A, IL-2 C125T o IL-2 C125V, respectivamente, tal como se indica en la patente US nº 4.518.584. 45 
Tal como se describe en la misma, también puede delecionarse el residuo de alanina N-terminal de IL-2, rindiendo 
mutantes tales como des-A1 C125S o des-A1 C125A. Alternativamente o conjuntamente, la IL-2 mutante puede 
incluir una mutación en la que la metionina normalmente presente en la posición 104 de la IL-2 humana de tipo 
salvaje es sustituida por un aminoácido neutro tal como alanina (ver la patente US nº 5.206.344). Los mutantes 
resultantes, por ejemplo IL-2 des-A1 M104A, IL-2 des-A1 M104A C125S, IL-2 M104A, IL-2 M104A C125A, IL-2 des-50 
A1 M104A C125A o IL-2 M104A C125S (estos mutantes y otros pueden encontrarse en la patente US nº 5.116.943 y 
en Weiger et al., Eur. J. Biochem. 180:295-300, 1989) pueden utilizarse conjuntamente con las mutaciones de IL-2 
particulares de la invención. 
 
De esta manera, en determinadas realizaciones, el polipéptido IL-2 mutante según la invención comprende una 55 
mutación adicional de aminoácido en una posición correspondiente al residuo 125 de la IL-2 humana. En una 
realización, dicha mutación adicional de aminoácido es la sustitución de aminoácido C125A. 
 
El experto en la materia podrá determinar qué mutaciones adicionales pueden proporcionar ventajas adicionales 
para el propósito de la invención. Por ejemplo, el experto en la materia apreciará que las mutaciones de aminoácidos 60 
en la secuencia de IL-2 que reducen o eliminan la afinidad de IL-2 para el receptor de IL-2 de afinidad intermedia, tal 
como D20T, N88R o Q126D (ver, por ejemplo, el documento nº US 2007/0036752), pueden no resultar adecuadas 
para su inclusión en el polipéptido IL-2 mutante según la invención. 
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En una realización, el polipéptido IL-2 mutante de la invención comprende una secuencia seleccionada de entre el 
grupo de SEC ID nº 7, SEC ID nº 11, SEC ID nº 15, y SEC ID nº 19. En una realización específica, el polipéptido IL-2 
mutante de la invención comprende la secuencia SEC ID nº 15 ó a la secuencia SEC ID nº 19. En una realización 
todavía más específica, el polipéptido IL-2 mutante comprende la secuencia SEC ID nº 19. 5 
 
Los polipéptidos IL-2 mutantes de la invención resultan particularmente útiles en el contexto de las proteínas de 
fusión de IL-2, tales como inmunoconjugados que portan IL-2. Dichas proteínas de fusión comprenden un polipéptido 
IL-2 mutante de la invención fusionado con una fracción no IL-2. La fracción no IL-2 puede ser una proteína sintética 
o natural o una parte o variante de la misma. Entre las fracciones no IL-2 ejemplares se incluyen albúmina, o 10 
dominios de anticuerpo tales como dominios Fc o dominios de unión a antígeno de inmunoglobulinas. 
 
Los inmunoconjugados que portan IL-2 son proteínas de fusión que comprenden una fracción de unión a antígeno y 
una fracción IL-2. Incrementan significativamente la eficacia de la terapia de IL-2 mediante dianización directa de IL-
2, por ejemplo al interior de un microambiente tumoral. Según la invención, una fracción de unión a antígeno puede 15 
ser un anticuerpo completo o inmunoglobulina, o una parte o variante del mismo que presenta una función biológica, 
tal como afinidad de unión específica a antígeno. 
 
Los beneficios de la terapia de inmunoconjugados resultan fácilmente evidentes. Por ejemplo, una fracción de unión 
a antígeno de un inmunoconjugado reconoce un epítopo específico tumoral y resulta en la dianización de la 20 
molécula de inmunoconjugado al sitio tumoral. Por lo tanto, pueden administrarse concentraciones elevadas de IL-2 
en el microambiente tumoral, resultando de esta manera en la activación y proliferación de una diversidad de células 
efectoras inmunológicas mencionadas en la presente memoria, utilizando una dosis mucho más baja del 
inmunoconjugado que la que resultaría necesaria para IL-2 no conjugada. Además, debido a que la aplicación de IL-
2 en forma de inmunoconjugado permite dosis más bajas de la citoquina misma, el potencial de los efectos 25 
secundarios no deseables de IL-2 es limitado, y la dianización de IL-2 a un sitio específico del cuerpo por medio de 
un inmunoconjugado también puede resultar en una reducción de la exposición sistémica y de esta manera en 
menos efectos secundarios que los producidos con la IL-2 no conjugada. Además, la vida media en circulación 
incrementada de un inmunoconjugado en comparación con la IL-2 no conjugada contribuye a la eficacia del 
inmunoconjugado. Sin embargo, esta característica de los inmunoconjugados de IL-2 nuevamente puede agravar los 30 
potenciales efectos secundarios de la molécula de IL-2: debido a la vida media en circulación significativamente más 
prolongada del inmunoconjugado de IL-2 en el torrente sanguíneo comparado con la IL-2 no conjugada, se 
incrementa la probabilidad de que la IL-2 u otras partes de la molécula de proteína de fusión provoque la activación 
de componentes presentes generalmente en los vasos sanguíneos. La misma cuestión resulta aplicable a otras 
proteínas de fusión que contienen IL-2 fusionado con otra fracción, tal como Fc o albúmina, resultando en una vida 35 
media prolongada de IL-2 en la circulación. Por lo tanto, un inmunoconjugado que comprende un polipéptido IL-2 
mutante según la invención con toxicidad reducida en comparación con formas de tipo salvaje de IL-2, resulta 
particularmente ventajoso. 
 
De acuerdo con lo anteriormente expuesto, la invención proporciona además un polipéptido IL-2 mutante tal como se 40 
ha descrito anteriormente en la presente memoria, unido a por lo menos una fracción no IL-2. En una realización, el 
polipéptido IL-2 mutante y la fracción no IL-2 forman una proteína de fusión, es decir, el polipéptido IL-2 mutante 
comparte un enlace peptídico con la fracción no IL-2. En una realización, el polipéptido IL-2 mutante se une a una 
primera y una segunda fracciones no IL-2. En una realización, el polipéptido IL-2 mutante comprendido con la 
primera fracción de unión a antígeno un enlace peptídico aminoterminal o carboxiterminal y la segunda fracción de 45 
unión a antígeno comparte un enlace peptídico aminoterminal o carboxiterminal con i) el polipéptido IL-2 mutante, o 
ii) la primera fracción de unión a antígeno. En una realización específica, el polipéptido IL-2 mutante comparte un 
enlace peptídico carboxiterminal con dicha primera fracción no IL-2 y un enlace peptídico aminoterminal con dicha 
segunda fracción no IL-2. En una realización, dicha fracción no IL-2 es una fracción de dianización. En una 
realización particular, dicha fracción no IL-2 es una fracción de unión a antígeno (formando, de esta manera, un 50 
inmunoconjugado con el polipéptido IL-2 mutante, tal como se describe en mayor detalle posteriormente). En 
determinadas realizaciones, la fracción de unión a antígeno es un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo. En una 
realización, la fracción de unión a antígeno es un anticuerpo de longitud completa. En una realización, la fracción de 
unión a antígeno es una molécula de inmunoglobulina, particularmente una molécula de inmunoglobulina de clase 
IgG, más particularmente una molécula de inmunoglobulina de la subclase IgG1. En una dichas realizaciones, el 55 
polipéptido IL-2 mutante comparte un enlace peptídico aminoterminal con una de las cadenas pesadas de la 
inmunoglobulina. En otra realización, la fracción de unión a antígeno es un fragmento de anticuerpo. Entre algunas 
realizaciones, dicha fracción de unión a antígeno comprende un dominio de unión a antígeno de un anticuerpo, 
comprendiendo una región variable de cadena pesada de anticuerpo y una región variable de cadena ligera de 
anticuerpo. En una realización más específica, la fracción de unión a antígeno es una molécula Fab o una molécula 60 
scFv. En una realización particular, la fracción de unión a antígeno es una molécula Fab. En otra realización, la 
fracción ligante de antígeno es una molécula scFv. En una realización, dicha fracción de unión a antígeno se dirige a 
un antígeno presentado sobre una célula tumoral o en un ambiente de célula tumoral. En una realización preferente, 
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dicho antígeno se selecciona de entre el grupo de la proteína de activación fibroblástica (FAP), el dominio A1 de la 
tenascina C (TNC A1), el dominio A2 de la tenascina C (TNC A2), el dominio B extra de la fibronectina (EDB), el 
antígeno carcinoembrionario (ACE) y el proteoglicano condroitín-sulfato asociado a melanoma (MCSP). En el caso 
de que el polipéptido IL-2 mutante se encuentre unido a más de una fracción de unión a antígeno, por ejemplo una 
primera y una segunda fracciones de unión a antígeno, cada fracción de unión a antígeno puede seleccionarse 5 
independientemente de entre diversas formas de anticuerpo y fragmentos de anticuerpo. Por ejemplo, la primera 
fracción de unión a antígeno puede ser una molécula Fab y la segunda fracción de antígeno puede ser una molécula 
scFv. En una realización específica, cada una de dichas primera y segunda fracciones de unión a antígeno es una 
molécula de scFv o cada una de dichas primera y segunda fracciones de unión a antígeno es una molécula Fab. En 
una realización particular, cada una de dichas primera y segunda fracciones de unión a antígeno es una molécula 10 
Fab. De manera similar, en el caso de que el polipéptido IL-2 mutante se encuentre unido a más de una fracción de 
unión a antígeno, po rejemplo una primera y una segunda fracciones de unión a antígeno, el antígeno al que se 
dirige cada una de las fracciones de unión a antígeno puede seleccionarse independientemente. En una realización, 
dichas primera y segunda fracciones de unión a antígeno se dirigen a diferentes antígenos. En otra realización, 
dichas primera y segunda fracciones de unión a antígeno se dirigen al mismo antígeno. Tal como se ha descrito 15 
anteriormente, el antígeno es particularmente un antígeno presentado sobre una célula tumoral o en un ambiente 
celular tumoral, más particularmente un antígeno seleccionado de entre el grupo de la proteína de activación 
fibroblástica (FAP), el dominio A1 de la tenascina C (TNC A1), el dominio A2 de la tenascina C (TNC A2), el dominio 
B extra de la fibronectina (EDB), el antígeno carcinoembrionario (ACE) y el proteoglicano condroitín-sulfato asociado 
a melanoma (MCSP). La región de unión a antígeno puede incorporar además cualquiera de las características, 20 
individualmente o en combinación, descritas en la presente memoria en relación a los dominios de unión a antígeno 
de los inmunoconjugados. 
 
Immunoconjugados  
 25 
En un aspecto particular, la invención proporciona un inmunoconjugado que comprende un polipéptido IL-2 mutante 
que comprende una o más mutaciones de aminoácidos que eliminan o reducen la afinidad del polipéptido IL-2 
mutante para la subunidad α del receptor de IL-2 y conservan la afinidad del polipéptido IL-2 mutante para el 
receptor de IL-2 de afinidad intermedia, y por lo menos una fracción de unión a antígeno. En una realización según 
la invención, la mutación de aminoácido que elimina o reduce la afinidad del polipéptido IL-2 mutante para la 30 
subunidad α receptor de IL-2 de alta afinidad y conserva la afinidad del polipéptido IL-2 mutante para el receptor de 
IL-2 de afinidad intermedia, se encuentra en una posición seleccionada de entre las posiciones correspondientes a 
los residuos 42, 45 y 72 de la IL-2 humana. En una realización, dicha mutación de aminoácido es una sustitución de 
aminoácido. En una realización, dichas mutación de aminoácido es una sustitución de aminoácido seleccionada de 
entre el grupo de F42A, F42G, F42S, F42T, F42Q, F42E, F42N, F42D, F42R, F42K, Y45A, Y45G, Y45S, Y45T, 35 
Y45Q, Y45E, Y45N, Y45D, Y45R, Y45K, L72G, L72A, L72S, L72T, L72Q, L72E, L72N, L72D, L72R y L72K, más 
concretamente, una sustitución de aminoácido seleccionada de entre el grupo de F42A, Y45A y L72G. En una 
realización, la mutación de aminoácido se encuentra en una posición correspondiente al residuo 42 de la IL-2 
humana. En una realización específica, dicha mutación de aminoácido es una sustitución de aminoácido 
seleccionada de entre el grupo de F42A, F42G, F42S, F42T, F42Q, F42E, F42N, F42D, F42R y F42. En una 40 
realización todavía más específica, dicha sustitución de aminoácido es F42A. En otra realización, dicha mutación de 
aminoácido se encuentra en una posición correspondiente al residuo 45 de la IL-2 humana. En una realización 
específica, dicha segunda mutación de aminoácido es una sustitución de aminoácido seleccionada de entre el grupo 
de Y45A, Y45G, Y45S, Y45T, Y45Q, Y45E, Y45N, Y45D, Y45R y Y45K. En una realización todavía más específica, 
dicha sustitución de aminoácido es Y45A. En todavía otra realización, la mutación de aminoácido se encuentra en 45 
una posición correspondiente al residuo 72 de la IL-2 humana. En una realización específica, dicha mutación de 
aminoácido es una sustitución de aminoácido seleccionada de entre el grupo de L72G, L72A, L72S, L72T, L72Q, 
L72E, L72N, L72D, L72R y L72K. En una realización todavía más específica, dicha sustitución de aminoácido es 
L72G. En determinadas realizaciones, el polipéptido IL-2 mutante según la invención no comprende una mutación de 
aminoácido en una posición correspondiente al residuo 38 de la IL-2 humana. En una realización particular, el 50 
polipéptido IL-2 mutante comprendido en el inmunoconjugado de la invención comprende por lo menos una primera 
y una segunda mutaciones de aminoácidos que elimina o reduce la afinidad del polipéptido IL-2 mutante para la 
subunidad α del receptor de IL-2 y conserva la afinidad del polipéptido IL-2 mutante para el receptor de IL-2 de 
afinidad intermedia. En una realización, dichas primera y segunda mutaciones de aminoácidos se encuentran en dos 
posiciones seleccionadas de entre las posiciones correspondientes a los residuos 42, 45 y 72 de la IL-2 humana. En 55 
una realización, dichas primera y segunda mutaciones de aminoácidos son sustituciones de aminoácidos. En una 
realización, dichas primera y segunda mutaciones de aminoácidos son sustituciones de aminoácidos seleccionadas 
de entre el grupo de F42A, F42G, F42S, F42T, F42Q, F42E, F42N, F42D, F42R, F42K, Y45A, Y45G, Y45S, Y45T, 
Y45Q, Y45E, Y45N, Y45D, Y45R, Y45K, L72G, L72A, L72S, L72T, L72Q, L72E, L72N, L72D, L72R y L72K. En una 
realización particular, dichas primera y segunda mutaciones de aminoácidos son sustituciones de aminoácidos 60 
seleccionadas de entre el grupo de F42A, Y45A y L72G. El polipéptido IL-2 mutante puede incorporar además 
cualquiera de las características, individualmente o en combinación, descritas en los párrafos anteriores en relación 
a los polipéptidos IL-2 mutantes de la invención. En una realización, dicho polipéptido IL-2 mutante comparte un 
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enlace peptídico aminoterminal o carboxiterminal con dicha fracción de unión a antígeno comprendida en el 
inmunoconjugado, es decir, el inmunoconjugado es una proteína de fusión. En determinadas realizaciones, la 
fracción de unión a antígeno es un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo. Entre algunas realizaciones, dicha 
fracción de unión a antígeno comprende un dominio de unión a antígeno de un anticuerpo, comprendiendo una 
región variable de cadena pesada de anticuerpo y una región variable de cadena ligera de anticuerpo. La región de 5 
unión a antígeno puede incorporar cualquiera de las características, individualmente o en combinación, descritas en 
la presente memoria en relación a los dominios de unión a antígeno. 
 
Formatos de inmunoconjugado  
 10 
Los formatos de inmunoconjugado particularmente adecuados se describen en la solicitud de patente PCT nº WO 
2011/020783. Estos inmunoconjugados comprenden por lo menos dos dominios de unión a antígeno. De esta 
manera, en un realización, el inmunoconjugado según la presente invención comprende por lo menos un primer 
polipéptido IL-2 mutante tal como se describe en la presente memoria, y por lo menos una primera y una segunda 
fracciones de unión a antígeno. En una realización particular, dichas primera y segundas fracciones de unión a 15 
antígeno se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste de una molécula Fv, concretamente 
una molécula scFv, y una molécula Fab. En una realización específica, el primer polipéptido IL-2 mutante comparte 
un enlace peptídico aminoterminal o carboxiterminal con dicha primera fracción de unión a antígeno y dicha segunda 
fracción de unión a antígeno comparte un enlace peptídico aminoterminal o carboxiterminal con i) el primer 
polipéptido IL-2 mutante, o ii) la primera fracción de unión a antígeno. En una realización particular, el 20 
inmunoconjugado consiste esencialmente un primer polipéptido IL-2 mutante y una primera y una segunda 
fracciones de unión a antígeno, unidas por una o más secuencias conectoras. Dichos formatos presentan la ventaja 
de que se unen con alta afinidad al antígeno diana (tal como un antígeno tumoral), sino únicamente la unión 
monomérica al receptor de IL-2, evitando de esta manera la dianización del inmunoconjugado a las células 
inmunológicas portadoras de receptores de IL-2 en otras localizaciones apartes del sitio diana. En una realización 25 
particular, un primer polipéptido IL-2 mutante comparte un enlace peptídico carboxiterminal con una primera fracción 
de unión a antígeno y comparte además un enlace peptídico aminoterminal con una segunda fracción de unión a 
antígeno. En otra realización, una primera fracción de unión a antígeno comparte un enlace peptídico 
carboxiterminal con un primer polipéptido IL-2 mutante y comparte además un enlace peptídico aminoterminal con 
una segunda fracción de unión a antígeno. En otra realización, una primera fracción de unión a antígeno comparte 30 
un enlace peptídico aminoterminal con un primer polipéptido IL-2 mutante y comparte además un enlace peptídico 
carboxiterminal con una segunda fracción de unión a antígeno. En una realización particular, un polipéptido IL-2 
mutante comparte un enlace peptídico carboxiterminal con una primera región variable de cadena pesada y 
comparte además un enlace peptídico aminoterminal con una segunda región variable de cadena pesada. En otra 
realización, un polipéptido IL-2 mutante comparte un enlace peptídico carboxiterminal con una primera región 35 
variable de cadena ligera y comparte además un enlace peptídico aminoterminal con una segunda región variable de 
cadena ligera. En otra realización, se une una primera región variable de cadena pesada o ligera mediante un enlace 
peptídico carboxiterminal a un primer polipéptido IL-2 mutante, y se une adicionalmente mediante un enlace 
peptídico aminoterminal a una segunda región variable de cadena pesada o ligera. En otra realización, se une una 
primera región variable de cadena pesada o ligera mediante un enlace peptídico aminoterminal a un primer 40 
polipéptido IL-2 mutante, y se une adicionalmente mediante un enlace peptídico carboxiterminal a una segunda 
región variable de cadena pesada o ligera. En una realización, un polipéptido IL-2 mutante comparte un enlace 
peptídico carboxiterminal con una cadena pesada o ligera de un primer Fab y comparte además un enlace peptídico 
aminoterminal con una  cadena pesada o ligera de un segundo Fab. En otra realización, una cadena pesada o ligera 
de un primer Fab comparte un enlace peptídico carboxiterminal con un primer polipéptido IL-2 mutante y comparte 45 
además un enlace peptídico aminoterminal con una cadena pesada o ligera de un segundo Fab. En otras 
realizaciones, una cadena pesada o ligera de un primer Fab comparte un enlace peptídico aminoterminal con un 
primer polipéptido IL-2 mutante y comparte además un enlace peptídico carboxiterminal con una cadena pesada o 
ligera de un segundo Fab. En una realización, el inmunoconjugado comprende por lo menos un primer polipéptido 
IL-2 mutante que comparte un enlace peptídico aminoterminal con una o más moléculas scFv y que comparte 50 
además un enlace peptídico carboxiterminal con una o más moléculas scFv. 
 
Otros formatos de inmunoconjugado particularmente adecuados comprenden una molécula de inmunoglobulina a 
modo de fracción de unión a antígeno. En una de dichas realizaciones, el inmunoconjugado comprende por lo 
menos un polipéptido IL-2 mutante tal como se describe en la presente memoria y una molécula de inmunoglobulina, 55 
concretamente una molécula de IgG, más concretamente una molécula de IgG1. En una realización, el 
inmunoconjugado comprende no más de un polipéptido IL-2 mutante. En una realización, la molécula de 
inmunoglobulina es humana. En una realización, el polipéptido IL-2 mutante comparte un enlace peptídico 
aminoterminal o carboxiterminal con la molécula de inmunoglobulina. En una realización, el inmunoconjugado 
consiste esencialmente de un polipéptido IL-2 mutante y una molécula de inmunoglobulina, concretamente una 60 
molécula de IgG, más concretamente una molécula de IgG1, unida mediante una o más secuencias conectoras. En 
una realización específica, el polipéptido IL-2 mutante se encuentra unido en su aminoácido aminoterminal al 
aminoácido carboxiterminal de una de las cadenas pesadas de inmunoglobulina. En determinadas realizaciones, la 
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molécula de inmunoglobulina comprende en el dominio Fc una modificación que induce la heterodimerización de dos 
cadenas pesadas de inmunoglobulina no idénticas. El sitio de interacción proteína-proteína más extensiva entre las 
dos cadenas polipeptídicas de un dominio Fc de IgG humana se encuentra en el dominio CH3 del dominio Fc. De 
esta manera, en una realización, dicha modificación se encuentra en el dominio CH3 del dominio Fc. En una 
realización específica, dicha modificación es una modificación de botón-en-ojal, que comprende una modificación del 5 
botón en una de las cadenas pesadas de inmunoglobulina y una modificación de ojal en la otra cadena pesada de 
inmunoglobulina. La tecnología de botón-en-ojal se describe en, por ejemplo, las patentes US nº 5.731.168 y nº 
7.695.936, y en Ridgway et al., Prot. Eng. 9:617-621, 1996 y Carter, J. Immunol. Meth. 248:7-15, 2001. 
Generalmente, el método implica la introducción de una protuberancia ("botón") en la interfaz entre un primer 
polipéptido y una cavidad correspondiente ("ojal") en la interfaz de un segundo polipéptido, de manera que la 10 
protuberancia pueda situarse en la cavidad, de modo que se promueve la formación de heterodímero y se dificulta la 
formación de homodímero. Las protuberancias se construyen sustituyendo cadenas laterales de aminoácidos 
pequeños de la interfaz del primer polipéptido por cadenas laterales de aminoácidos de mayor tamaño (por ejemplo 
de tirosinas o triptófanos). Las cavidades compensatorias de tamaño igual o similar al de las protuberancias se crean 
en la interfaz del segundo polipéptido mediante la sustitución de las cadenas de aminoácidos grandes por cadenas 15 
de aminoácidos más pequeños (por ejemplo alanina o treonina): La protuberancia y cavidad pueden realizarse 
mediante la alteración del ácido nucleico codificante de los polipéptidos, por ejemplo mediante mutagénesis sitio-
específica o mediante síntesis peptídica. En una realización específica, una modificación de botón comprende la 
sustitución de aminoácido T366W en una de las dos cadenas pesadas de inmunoglobulina y la modificación de ojal 
comprende las sustituciones de aminoácidos T366S, L368A y Y407V en la otra de las dos cadenas pesadas de 20 
inmunoglobulina. En una realización específica adicional, la cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la 
modificación de botón comprende además la modificación de aminoácido S354C y la cadena pesada de 
inmunoglobulina que comprende la modificación de ojal comprende además la sustitución de aminoácido Y349C. La 
introducción de estos dos residuos de cisteína resulta en la formación de un puente disulfuro entre las dos cadenas 
pesadas, estabilizando adicionalmente el dímero (Carter, J. Immunol. Methods 248:7-15, 2001). 25 
 
En una realización particular, el polipéptido IL-2 mutante se une al aminoácido carboxiterminal de la cadena pesada 
de inmunoglobulina que comprende la modificación de botón. 
 
En una realización alternativa, una modificación que promueve la heterodimerización de dos cadenas polipeptídicas 30 
no idénticas comprende una modificación que media en efectos de giro electrostático, por ejemplo tal como se 
describe en la solicitud de patente PCT nº WO 2009/089004. Generalmente, este método implica la sustitución de 
uno o más residuos aminoácidos en la interfaz de las dos cadenas polipeptídicas por residuos aminoácidos con 
carga, de manera que la formación de homodímero resulta electrostáticamente desfavorable, mientras que la 
heterodimerización resulta electrostáticamente favorable. 35 
 
Un dominio Fc proporciona al inmunoconjugado propiedades farmacocinéticas favorables, entre ellas una vida media 
en suero prolongada que contribuye a una acumulación considerable en el tejido diana y a una proporción de 
distribución tejido-sangre favorable. Sin embargo, simultáneamente puede llevar a una dianización no deseable del 
inmunoconjugado a células que expresan receptores de Fc y no a las células portadoras de antígenos preferentes. 40 
Además, la coactivación de las rutas de señalización de receptores de Fc puede conducir a la liberación de 
citoquinas que, en combinación con el polipéptido IL-2 y la vida media prolongada del inmunoconjugado, resulta en 
una activación excesiva de los receptores de citoquina y efectos secundarios severos con la administración 
sistémica. En línea con lo anteriormente expuesto, se han descrito inmunoconjugados de IgG-IL-2 convencionales 
asociados con reacciones de infusión (ver, por ejemplo, King et al., J. Clin. Oncol. 22:4463-4473, 2004). 45 
 
De acuerdo con lo anteriormente expuesto, en determinadas realizaciones, la molécula de inmunoglobulina 
comprendida en el inmunoconjugado según la invención se manipula para que presente una afinidad de unión 
reducida para un receptor de Fc. En una de dichas realizaciones, la inmunoglobulina comprende en su dominio Fc 
una o más mutaciones de aminoácidos que reducen la afinidad de unión del inmunoconjugado para un receptor de 50 
Fc. Típicamente, la misma o mismas mutaciones de aminoácidos se encuentran presentes en cada una de las dos 
cadenas pesadas de inmunoglobulina. En una realización, dicha mutación de aminoácido reduce la afinidad de unión 
del inmunoconjugado para el receptor de Fc en por lo menos 2 veces, en por lo menos 5 veces o en por lo menos 10 
veces. En realizaciones en las que se produce más de una mutación de aminoácido que reduce la afinidad de unión 
del inmunoconjugado para el receptor de Fc, la combinación de estas mutaciones de aminoácidos puede reducir la 55 
afinidad de unión del dominio Fc para el receptor de Fc en por lo menos 10 veces, en por lo menos 20 veces o 
incluso en por lo menos 50 veces. En una realización, el inmunoconjugado que comprende una molécula de 
inmunoglobulina manipulada muestra una afinidad de unión para un receptor de Fc inferior a 20%, concretamente 
inferior a 10%, más concretamente inferior a 5% de la afinidad de unión de un inmunoconjugado que comprende una 
molécula de inmunoglobulina no manipulada. En una realización, el receptor de Fc es un receptor de Fc activador. 60 
En una realización específica, el receptor de Fc es un receptor de Fcγ, más concretamente un receptor FcγRIIIa, 
FcγRI o FcγRIIa. Preferentemente, la unión a cada uno de dichos receptores se encuentra reducida. En algunas 
realizaciones, la afinidad de unión a un componente de complemento, con afinidad de unión específica a C1q, 
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también se encuentra reducida. En una realización, la afinidad de unión para el receptor de Fc neonatal (FcRn) no 
se encuentra reducida. Se consigue una unión sustancialmente similar a FcRn, es decir la conservación de la 
afinidad de unión de la inmunoglobulina a dicho receptor, en el caso de que la inmunoglobulina (o el 
inmunconjugado que comprende dicha inmunoglobulina) muestre una afinidad de unión superior a aproximadamente 
70% de la afinidad de unión de una forma no manipulada de la inmunoglobulina (o del inmunoconjugado que 5 
comprende dicha forma no manipulada de la inmunoglobulina) para FcRn. Las inmunoglobulinas o 
inmunoconjugados que comprenden dichas inmunoglobulinas pueden mostrar una afinidad superior a 
aproximadamente 80% e incluso superior a aproximadamente 90% de dicha afinidad. En una realización, la 
mutación de aminoácido es una sustitución de aminoácido. En una realización, la inmunoglobulina comprende una 
sustitución de aminoácido en la posición P329 de la cadena pesada de inmunoglobulina (numeración Kabat). En una 10 
realización más específica, la sustitución de aminoácido es P329A o P329G, particularmente P329G. En una 
realización, la inmunoglobulina comprende una sustitución de aminoácido adicional en una posición seleccionada de 
entre S228, E233, L234, L235, N297 y P332 de la cadena pesada de inmunoglobulina. En una realización más 
específica, la sustitución de aminoácido adicional es S228P, E233P, L234A, L235A, L235E, N297A, N297D o P331S 
En una realización particular, la inmunoglobulina comprende sustituciones de aminoácidos en las posiciones P329, 15 
L234 y L235 de la cadena pesada de inmunoglobulina. En una realización más particular, la inmunoglobulina 
comprende las mutaciones de aminoácidos L234A, L235A y P329G (LALA P329G). Esta combinación de 
sustituciones de aminoácidos elimina prácticamente por completo la unión del receptor Fcγ de una molécula IgG 
humana y por lo tanto reduce la función efectora, incluyendo la citotoxicidad mediada por células dependiente de 
anticuerpos (ADCC). 20 
 
En determinadas realizaciones, el inmunoconjugado comprende uno o más sitios de corte proteolítico localizados 
entre el polipéptido IL-2 mutante y las fracciones de unión a antígeno. 
 
Los componentes del inmunoconjugado (por ejemplo las fracciones de unión a antígeno y/o el polipéptido IL-2 25 
mutante) pueden unirse directamente o mediante diversas moléculas conectoras, particularmente conectores 
peptídicos que comprenden uno o más aminoácidos, típicamente entre aproximadamente 2 y 20 aminoácidos, que 
se indican en la presente memoria o que son conocidos de la técnica. Entre los péptidos conectores no 
inmunogénicos que resultan adecuados se incluyen, por ejemplo, los péptidos conectores (G4S)n, (SG4)n o G4(SG4)n, 
en los que n generalmente es un número comprendido entre 1 y 10, típicamente entre 2 y 4. 30 
 
Fracciones de unión a antígeno  
 
La fracción de unión a antígeno del inmunoconjugado de la invención es generalmente una molécula de polipéptido 
que se une a un determinante antigénico específico y es capaz de dirigir la entidad a la que se une (por ejemplo un 35 
polipéptido IL-2 mutante o una segunda fracción de unión a antígeno) a un sitio diana, por ejemplo a un tipo 
específico de célula tumoral o estroma tumoral que porta el determinante antigénico.  El inmunoconjugado puede 
unirse a determinantes antigénicos presentes, por ejemplo, sobre las superficies de las células tumorales, sobre las 
superficies de las células infectadas por virus, sobre las superficies de otras células enfermas, libres en suero 
sanguíneo, y/o en la matriz extracelular (ECM).  40 
 
Entre los ejemplos no limitativos de antígenos tumorales se incluyen MAGE, MART-1/Melan-A, gp100, dipeptidil 
peptidasa IV (DPPIV), proteína de unión a adenosina desaminasa (ADAbp), ciclofilina b, antígeno asociado a cáncer 
colorrectal (CRC)-C017-1A/GA733, antígeno carcinoembrionario (ACE) y sus epítopos inmunogénicos CAP-1 y 
CAP-2, etv6, aml1, antígeno específico de próstata (PSA) y sus epítopos inmunogénicos PSA-1, PSA-2 y PSA-3, 45 
antígeno membranal específico de próstata (PSMA), receptor de células T/cadena CD3-zeta, familia MAGE de 
antígenos tumorales (por ejemplo MAGE-A1, MAGE-A2, MAGE-A3, MAGE-A4, MAGE-A5, MAGE-A6, MAGE-A7, 
MAGE-A8, MAGE-A9, MAGE-A10, MAGE-A11, MAGE-A12, MAGE-Xp2 (MAGE-B2), MAGE-Xp3 (MAGE-B3), 
MAGE-Xp4 (MAGE-B4), MAGE-C1, MAGE-C2, MAGE-C3, MAGE-C4, MAGE-C5), familia GAGE de antígenos 
tumorales (por ejemplo GAGE-1, GAGE-2, GAGE-3, GAGE-4, GAGE-5, GAGE-6, GAGE-7, GAGE-8, GAGE-9), 50 
BAGE, RAGE, LAGE-1, NAG, GnT-V, MUM-1, CDK4, tirosinasa, p53, familia MUC, HER2/neu, p21ras, RCAS1, α-
fetoproteína, E-cadherina, α-catenina, β-catenina y γ-catenina, p120ctn, gp100 Pmel117, PRAME, NY-ESO-1, 
cdc27, proteína de la poliposis adenomatosa coli (APC), fodrina, conexina 37, idiotipo Ig, p15, gp75, gangliósidos 
Gm2 y GD2, productos víricos, tales como las proteínas del virus del papiloma humano, familia Smad de antígenos 
tumorales, lmp-1, P1A, antígeno 1 nuclear codificado por el VEB (EBNA), glucógeno fosforilasa cerebral, SSX-1, 55 
SSX-2 (HOM-MEL-40), SSX-1, SSX-4, SSX-5, SCP-1 y CT-7 y c-erbB-2.   
 
Entre los ejemplos no limitativos de antígenos víricos se incluyen la hemaglutinina del virus influenza, LMP-1 del 
virus de Epstein-Barr, la glucoproteína E2 del virus de la hepatitis C, gp160 del VIH y gp120 del VIH.  
 60 
Entre los ejemplos no limitativos de los antígenos de la MEC se incluyen sindecan, heparanasa, integrinas, 
osteopontina, link, cadherinas, laminina, FCE de tipo laminina, lectina, fibronectina, notch, tenascina y matrixina.  
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Los inmunoconjugados indicados en la presente memoria pueden unirse a los ejemplos no limitativos específicos 
siguientes de antígenos de superficie celular: FAP, Her2, EGFR, IGF-1R, CD2 (antígeno de superficie de células T), 
CD3 (heteromultímero asociado al TCR), CD22 (receptor de células B), CD23 (receptor de IgE de baja afinidad),  
CD30 (receptor de citoquina), CD33 (antígeno de superficie de célula mieloide), CD40 (receptor del factor de 
necrosis tumoral), IL-6R (receptor de IL6), CD20, MCSP y PDGFβR (receptor β del factor de crecimiento derivado de 5 
plaquetas).  
 
En una realización, el inmunoconjugado indicado en la presente memoria comprende dos o más fracciones de unión 
a antígeno, en el que cada uno de dichas fracciones de unión a antígeno se une específicamente al mismo 
determinante antigénico. En otra realización, el inmunoconjugado indicado en la presente memoria comprende dos o 10 
más fracciones de unión a antígeno, en el que cada una de dichas fracciones de unión a antígeno se une 
específicamente a diferentes determinantes antigénicos.  
 
La fracción de unión a antígeno puede ser cualquier tipo de anticuerpo o fragmento del mismo que conserve la unión 
específica a un determinante antigénico. Entre los fragmentos de anticuerpo se incluyen, aunque sin limitación, 15 
fragmentos de VH, fragmentos de VL, fragmentos Fab, fragmentos F(ab’)2, fragmentos scFv, fragmentos Fv, 
minicuerpos, diacuerpos, triacuerpos y tetracuerpos (ver, por ejemplo, Hudson y Souriau, Nature Med. 9:129-134, 
2003).  
 
Las fracciones de unión a antígeno particularmente adecuados se describen en la solicitud de patente PCT nº WO 20 
2011/020783.  
 
En una realización, el inmunoconjugado comprende por lo menos típicamente dos o más fracciones de unión a 
antígeno, que son específicos del dominio extra B de la fibronectina (DEB). En otra realización, el inmunoconjugado 
comprende por lo menos un grupo de unión a antígeno, típicamente dos o más, que pueden competir con el 25 
anticuerpo monoclonal L19 para la unión a un epítopo de EDB Ver, por ejemplo, la solicitud publicada de patente 
PCT nº WO 2007/128563 A1. En todavía otra realización, el inmunoconjugado comprende una secuencia 
polipeptídica en la que una primera cadena pesada de Fab derivada del anticuerpo monoclonal L19 comparte un 
enlace peptídico carboxi-terminal con un polipéptido IL-2 mutante que, a su vez, comparte un enlace peptídico 
carboxi-terminal con una segunda cadena pesada de Fab derivada del anticuerpo monoclonal L19. En todavía otra 30 
realización, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptídica en la que una primera cadena pesada de 
Fab derivada del anticuerpo monoclonal L19 comparte un enlace peptídico carboxiterminal con un polipéptido IL-2 
mutante que a su vez comparte un enlace peptídico carboxiterminal con una segunda cadena pesada de Fab 
derivada del anticuerpo monoclonal L19.  En una realización adicional, el inmunoconjugado comprende una 
secuencia polipeptídica en la que un primer scFv derivado del anticuerpo monoclonal L19 comparte un enlace 35 
peptídico carboxi-terminal con un polipéptido IL-2 mutante que, a su vez, comparte un enlace peptídico carboxi-
terminal con un segundo scFv derivado del anticuerpo monoclonal L19.  
 
En una realización más específica, el inmunoconjugado comprende la secuencia polipeptídica SEC ID nº  199 ó una 
variante de la misma que conserva funcionalidad. En otra realización, el inmunoconjugado comprende una cadena 40 
ligera de Fab derivada del anticuerpo monoclonal L19. En una realización más específica, el inmunoconjugado 
comprende una secuencia polipeptídica que es por lo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% 
idéntica a la secuencia SEC ID nº  201 ó una variante de la misma que conserva funcionalidad. En todavía otra 
realización, el inmunoconjugado comprende dos secuencias polipeptídicas que son por lo menos aproximadamente 
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a la secuencia SEC ID nº  199 y SEC ID nº 201 ó 45 
variantes de la misma que conservan funcionalidad. En otra realización específica, los polipéptidos se encuentran 
unidos covalentemente, por ejemplo mediante un enlace disulfuro. 
 
En una realización, el inmunoconjugado indicado en la presente memoria comprende por lo menos una, típicamente 
dos o más, fracciones de unión a antígeno, que son específicas para el dominio A1 de la tenascina (TNC-A1). En 50 
otra realización, el inmunoconjugado comprende por lo menos un grupo de unión a antígeno, típicamente dos o más, 
que pueden competir con el anticuerpo monoclonal F16 para la unión a un epítopo de TNC-A1 Ver, por ejemplo, la 
solicitud publicada de patente PCT nº WO 2007/128563 A1. En una realización, el inmunoconjugado comprende por 
lo menos un grupo de unión a antígeno, típicamente dos o más que son específicos para el dominio A1 y/o A4 de la 
tenascina (TNC-A1 o TNC-A4 o TNC-A1/A4). En todavía otra realización, el inmunoconjugado comprende una 55 
secuencia polipeptídica en la que una primera cadena pesada de Fab específica para el dominio A1 de la tenascina 
comparte un enlace peptídico carboxi-terminal con un polipéptido IL-2 mutante que, a su vez, comparte un enlace 
peptídico carboxi-terminal con una segunda cadena pesada de Fab específica para el dominio A1 de la tenascina. 
En todavía otra realización, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptídica en la que una primera 
cadena pesada de Fab específica para el dominio A1 de la tenascina comparte un enlace peptídico carboxi-terminal 60 
con un polipéptido IL-2 mutante que, a su vez, comparte un enlace peptídico carboxi-terminal con una segunda 
cadena ligera de Fab específica para el dominio A1 de la tenascina. En una realización adicional, el 
inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptídica en la que un primer scFv específica para el dominio A1 de 
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la tenascina comparte un enlace peptídico carboxi-terminal con un polipéptido IL-2 mutante que, a su vez, comparte 
un enlace peptídico carboxi-terminal con un segundo scFv específico para el dominio A1 de la tenascina. En otra 
realización, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptídica en la que una cadena pesada de 
inmunoglobulina específica para TNC-A1 comparte un enlace peptídico carboxiterminal con un polipéptido IL-2 
mutante.  5 
 
En una realización específica, los grupos de unión a antígeno del inmunoconjugado comprenden una secuencia de 
región variable de cadena pesada que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 
99% ó 100% idéntica a la secuencia SEC ID nº 33 ó a la secuencia SEC ID nº 35, o variantes de las mismas que 
conservan funcionalidad. En otra realización específica, los grupos de unión a antígeno del inmunoconjugado 10 
comprenden una secuencia de región variable de cadena ligera que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 
90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a la secuencia SEC ID nº 29 ó a la secuencia SEC ID nº 31, o 
variantes de las mismas que conservan funcionalidad. En una realización más específica, los grupos de unión a 
antígeno del inmunoconjugado comprenden una secuencia de región variable de cadena pesada que es por lo 
menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a la secuencia SEC ID nº 33 15 
ó a la secuencia SEC ID nº 35 ó variantes de las mismas que conservan funcionalidad, y una secuencia de región 
variable de cadena ligera que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 
100% idéntica a la secuencia SEC ID nº 29 ó a la secuencia SEC ID nº 31 ó variantes de la misma que conservan 
funcionalidad. 
 20 
En otra realización específica, la secuencia de región variable de cadena pesada de los grupos de unión a antígeno 
del inmunoconjugado se encuentra codificada por una secuencia polinucleótida que es por lo menos 
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ó 99% idéntica a la secuencia SEC ID nº 34 ó a la 
secuencia SEC ID nº 36. En todavía otra realización específica, la secuencia de región variable de cadena pesada 
de los grupos de unión a antígeno del inmunoconjugado se encuentra codificada por la secuencia polinucleótida de 25 
la secuencia SEC ID nº 34 ó a la secuencia SEC ID nº 36. En otra realización específica, la secuencia de región 
variable de cadena ligera de los grupos de unión a antígeno del inmunoconjugado se encuentra codificada por una 
secuencia polinucleótida que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ó 99% 
idéntica a la secuencia SEC ID nº 30 ó a la secuencia SEC ID nº 32. En todavía otra realización específica, la 
secuencia de región variable de cadena ligera de los grupos de unión a antígeno del inmunoconjugado se encuentra 30 
codificada por la secuencia polinucleótida de la secuencia SEC ID nº 30 ó a la secuencia SEC ID nº 32. 
 
En una realización específica, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptídica que es por lo menos 
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a la secuencia SEC ID nº 203 ó 
variantes de la misma que conservan funcionalidad. En otra realización específica, el inmunoconjugado de la 35 
invención comprende una secuencia polipeptídica que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 
96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a la secuencia SEC ID nº 205 ó a la secuencia SEC ID nº 215, o variantes de 
las mismas que conservan funcionalidad. En todavía otra realización específica, el inmunoconjugado de la invención 
comprende una secuencia polipeptídica que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 
98%, 99% ó 100% idéntica a la secuencia SEC ID nº 207 ó a la secuencia SEC ID nº 237 ó variantes de la misma 40 
que conservan funcionalidad. En una realización más específica, el inmunoconjugado de la presente invención 
comprende dos secuencias polipeptídicas que son por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 
97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a la secuencia SEC ID nº 205 y SEC ID nº 207 ó variantes de la misma que 
conservan funcionalidad. En otra realización específica, el inmunoconjugado de la presente invención comprende 
dos secuencias polipeptídicas que son por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 45 
ó 100% idéntica a la secuencia SEC ID nº 215 y SEC ID nº 237 ó variantes de la misma que conservan 
funcionalidad. 
 
En una realización específica, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptídica codificada por una 
secuencia polinucleótida que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ó 99% 50 
idéntica a la secuencia SEC ID nº 204. En otra realización específica, el inmunoconjugado comprende una 
secuencia polipeptídica codificada por la secuencia polinucleótida de secuencia SEC ID nº 204. En otra realización 
específica, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptídica codificada por una secuencia polinucleótida 
que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ó 99% idéntica a la secuencia SEC 
ID nº 206 ó a la secuencia SEC ID nº 216. En todavía otra realización específica, el inmunoconjugado comprende 55 
una secuencia polipeptídica codificada por la secuencia polinucleótida de secuencia SEC ID  nº 206 ó a la secuencia 
SEC ID nº 216. En otra realización específica, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptídica 
codificada por una secuencia polinucleótida que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 
97%, 98% ó 99% idéntica a la secuencia SEC ID nº 208 ó a la secuencia SEC ID nº 238. En todavía otra realización, 
el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptídica codificada por la secuencia polinucleótida de la 60 
secuencia SEC ID nº 208 ó a la secuencia SEC ID nº 238. 
 
En una realización, el inmunoconjugado comprende por lo menos un grupo de unión a antígeno, típicamente dos o 
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más que son específicos para el dominio A2 de la tenascina (TNC-A2). En otra realización, el inmunoconjugado 
comprende una secuencia polipeptídica en la que una primera cadena pesada de Fab específica para el dominio A2 
de la tenascina comparte un enlace peptídico carboxiterminal con un polipéptido IL-2 mutante que a su vez comparte 
un enlace peptídico carboxiterminal con una segunda cadena pesada de Fab específica para el dominio A2 de la 
tenascina. En todavía otra realización, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptídica en la que una 5 
primera cadena ligera de Fab específica para el dominio A2 de la tenascina comparte un enlace peptídico 
carboxiterminal con un polipéptido IL-2 mutante que a su vez comparte un enlace peptídico carboxiterminal con una 
segunda cadena ligera de Fab específica para el dominio A2 de la tenascina. En otra realización, el 
inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptídica en la que una cadena pesada de inmunoglobulina 
específica para TNC-A2 comparte un enlace peptídico carboxiterminal con un polipéptido IL-2 mutante. 10 
 
En una realización específica, los grupos de unión a antígeno del inmunoconjugado comprenden una secuencia de 
región variable de cadena pesada que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 
99% ó 100% idéntica a una secuencia seleccionada de entre el grupo de secuencias SEC ID nº 27, SEC ID nº 159, 
SEC ID nº 163, SEC ID nº 167, SEC ID nº 171, SEC ID nº 175, SEC ID nº 179, SEC ID nº 183 y SEC ID nº 187, o 15 
variantes de las mismas que conservan funcionalidad. En otra realización específica, los grupos de unión a antígeno 
del inmunoconjugado comprenden una secuencia de región variable de cadena ligera que es por lo menos 
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a una secuencia seleccionada de 
entre el grupo de las secuencias SEC ID nº 23, SEC ID nº 25, SEC ID nº 157, SEC ID nº 161, SEC ID nº 165, SEC 
ID nº 169, SEC ID nº 173, SEC ID nº 177, SEC ID nº 181 y SEC ID nº 185, o variantes de las mismas que conservan 20 
funcionalidad. En una realización más específica, los grupos de unión a antígeno del inmunoconjugado comprenden 
una secuencia de región variable de cadena pesada que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 
96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a una secuencia seleccionada de entre el grupo de secuencias SEC ID nº 27, 
SEC ID nº 159, SEC ID nº 163, SEC ID nº 167, SEC ID nº 171, SEC ID nº 175, SEC ID nº 179, SEC ID nº 183 y SEC 
ID nº 187, o variantes de las mismas que conservan funcionalidad, y una secuencia de región variable de cadena 25 
ligera que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a una 
secuencia seleccionada de entre el grupo de las secuencias SEC ID nº 23, SEC ID nº 25, SEC ID nº 157, SEC ID nº 
161, SEC ID nº 165, SEC ID nº 169, SEC ID nº 173, SEC ID nº 177, SEC ID nº 181 y SEC ID nº 185, o variantes de 
las mismas que conservan funcionalidad. 
 30 
En otra realización específica, la secuencia de región variable de cadena pesada de los grupos de unión a antígeno 
del inmunoconjugado se encuentra codificada por una secuencia polinucleótida que es por lo menos 
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, ó 99% idéntica a una secuencia seleccionada de entre el 
grupo de secuencias SEC ID nº 28, SEC ID nº 160, SEC ID nº 164, SEC ID nº 168, SEC ID nº 172, SEC ID nº 176, 
SEC ID nº 180, SEC ID nº 184 y SEC ID nº 188. En todavía otra realización específica, la secuencia de región 35 
variable de cadena pesada de los grupos de unión a antígeno del inmunoconjugado se encuentra codificada por una 
secuencia polinucleótida seleccionada de entre el grupo de las secuencias SEC ID nº 28, SEC ID nº 160, SEC ID nº 
164, SEC ID nº 168, SEC ID nº 172, SEC ID nº 176, SEC ID nº 180, SEC ID nº 184 y SEC ID nº 188. En otra 
realización específica, la secuencia de región variable de cadena ligera de los grupos de unión a antígeno del 
inmunoconjugado se encuentra codificada por una secuencia polinucleótida que es por lo menos aproximadamente 40 
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ó 99% idéntica a una secuencia seleccionada de entre el grupo de 
secuencias SEC ID nº 24, SEC ID nº 26, SEC ID nº 158, SEC ID nº 162, SEC ID nº 166, SEC ID nº 170, SEC ID nº 
174, SEC ID nº 178, SEC ID nº 182 y SEC ID nº 186. En todavía otra realización específica, la secuencia de región 
variable de cadena ligera de los grupos de unión a antígeno del inmunoconjugado se encuentra codificada por una 
secuencia polinucleótida seleccionada de entre el grupo de secuencias SEC ID nº 24, SEC ID nº 26, SEC ID nº 158, 45 
SEC ID nº 162, SEC ID nº 166, SEC ID nº 170, SEC ID nº 174, SEC ID nº 178, SEC ID nº 182 y SEC ID nº 186. 
 
En una realización específica, el inmunoconjugado de la invención comprende una secuencia polipeptídica que es 
por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a una secuencia 
seleccionada de entre el grupo de secuencias SEC ID nº 241, SEC ID nº 243 y SEC ID nº 245, o variantes de las 50 
mismas que conservan funcionalidad. En otra realización específica, el inmunoconjugado de la invención comprende 
una secuencia polipeptídica que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 
100% idéntica a una secuencia seleccionada de entre el grupo de las secuencias SEC ID nº 247, SEC ID nº 249 y 
SEC ID nº 251, o variantes de las mismas que conservan funcionalidad. En una realización más específica, el 
inmunoconjugado de la presente invención comprende una secuencia polipeptídica que es por lo menos 55 
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a una secuencia seleccionada de 
entre el grupo de secuencias SEC ID nº 241, SEC ID nº 243, y SEC ID nº 245 ó variantes de las mismas que 
conservan funcionalidad, y una secuencia polipeptídica que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 
95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a una secuencia seleccionada de entre el grupo de secuencias SEC ID 
nº 247, SEC ID nº 249 y SEC ID nº 251 ó variantes de la misma que conservan funcionalidad. En otra realización 60 
específica, el inmunoconjugado de la presente invención comprende dos secuencias polipeptídicas que son por lo 
menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a la secuencia SEC ID nº 
241 y a la secuencia SEC ID nº 249 ó a la secuencia SEC ID nº 251, o variantes de las mismas que conservan 
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funcionalidad. En todavía otra realización específica, el inmunoconjugado de la presente invención comprende dos 
secuencias polipeptídicas que son por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 
100% idénticas a la secuencia SEC ID nº 243 y a la secuencia SEC ID nº 247 ó a la secuencia SEC ID nº 249, o 
variantes de las mismas que conservan funcionalidad. En otra realización específica, el inmunoconjugado de la 
presente invención comprende dos secuencias polipeptídicas que son por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 5 
90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a la secuencia SEC ID nº 245 y SEC ID nº 247, o variantes de las 
mismas que conservan funcionalidad. 
 
En una realización específica, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptídica codificada por una 
secuencia polinucleótida que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ó 99% 10 
idéntica a una secuencia seleccionada de entre el grupo de secuencias SEC ID nº 242, SEC ID nº 244 y SEC ID nº 
246. En otra realización específica, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptídica codificada por una 
secuencia polinucleótida seleccionada de entre el grupo de secuencias SEC ID nº 242, SEC ID nº 244 y SEC ID nº 
246. En otra realización específica, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptídica codificada por una 
secuencia polinucleótida que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ó 99% 15 
idéntica a una secuencia seleccionada de entre el grupo de las secuencias SEC ID nº 248, SEC ID nº 250 y SEC ID 
nº 252. En todavía otra realización específica, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptídica 
codificada por una secuencia polinucleótida seleccionada de entre el grupo de las secuencias SEC ID nº 248, SEC 
ID nº 250 y SEC ID nº 252. 
 20 
En una realización, el inmunoconjugado comprende por lo menos un grupo de unión a antígeno, típicamente dos o 
más que son específicos para la proteína activada por fibroblastos (FAP). En otra realización, el inmunoconjugado 
comprende una secuencia polipeptídica en la que una primera cadena pesada de Fab específica para FAP comparte 
un enlace peptídico carboxiterminal con un polipéptido IL-2 mutante que a su vez comparte un enlace peptídico 
carboxiterminal con una segunda cadena pesada de Fab específica para FAP. En todavía otra realización, el 25 
inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptídica en la que una primera cadena ligera de Fab específica 
para FAP comparte un enlace peptídico carboxiterminal con un polipéptido IL-2 mutante que a su vez comparte un 
enlace peptídico carboxiterminal con una segunda cadena ligera de Fab específica para FAP. En otra realización, el 
inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptídica en la que una cadena pesada de inmunoglobulina 
específica para FAP comparte un enlace peptídico carboxiterminal con un polipéptido IL-2 mutante. 30 
 
En una realización específica, los grupos de unión a antígeno del inmunoconjugado comprenden una secuencia de 
región variable de cadena pesada que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 
99% ó 100% idéntica a una secuencia seleccionada de entre el grupo de secuencias SEC ID nº 41, SEC ID nº 45, 
SEC ID nº 47, SEC ID nº 51, SEC ID nº 55, SEC ID nº 59, SEC ID nº 63, SEC ID nº 67, SEC ID nº 71, SEC ID nº 75, 35 
SEC ID nº 79, SEC ID nº 83, SEC ID nº 87, SEC ID nº 91, SEC ID nº 95, SEC ID nº 99, SEC ID nº 103, SEC ID nº 
107, SEC ID nº 111, SEC ID nº 115, SEC ID nº 119, SEC ID nº 123, SEC ID nº 127, SEC ID nº 131, SEC ID nº 135, 
SEC ID nº 139, SEC ID nº 143, SEC ID nº 147, SEC ID nº 151 y SEC ID nº 155, o variantes de las mismas que 
conservan funcionalidad. En otra realización específica, los grupos de unión a antígeno del inmunoconjugado 
comprenden una secuencia de región variable de cadena ligera que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 40 
90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a una secuencia seleccionada de entre el grupo que consiste de 
las secuencias:  SEC ID nº 37, SEC ID nº 39, SEC ID nº 43, SEC ID nº 49, SEC ID nº 53, SEC ID nº 57, SEC ID nº 
61, SEC ID nº 65, SEC ID nº 69, SEC ID nº 73, SEC ID nº 77, SEC ID nº 81, SEC ID nº 85, SEC ID nº 89, SEC ID nº 
93, SEC ID nº 97, SEC ID nº 101, SEC ID nº 105, SEC ID nº 109, SEC ID nº 113, SEC ID nº 117, SEC ID nº 121, 
SEC ID nº 125, SEC ID nº 129, SEC ID nº 133, SEC ID nº 137, SEC ID nº 141, SEC ID nº 145, SEC ID nº 149 y SEC 45 
ID nº 153, o variantes de las mismas que conservan funcionalidad. En una realización más específica, los grupos de 
unión a antígeno del inmunoconjugado comprenden una secuencia de región variable de cadena pesada que es por 
lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a una secuencia 
seleccionada de entre el grupo que consiste de las secuencias SEC ID nº 41, SEC ID nº 45, SEC ID nº 47, SEC ID 
nº 51, SEC ID nº 55, SEC ID nº 59, SEC ID nº 63, SEC ID nº 67, SEC ID nº 71, SEC ID nº 75, SEC ID nº 79, SEC ID 50 
nº 83, SEC ID nº 87, SEC ID nº 91, SEC ID nº 95, SEC ID nº 99, SEC ID nº 103, SEC ID nº 107, SEC ID nº 111, SEC 
ID nº 115, SEC ID nº 119, SEC ID nº 123, SEC ID nº 127, SEC ID nº 131, SEC ID nº 135, SEC ID nº 139, SEC ID nº 
143, SEC ID nº 147, SEC ID nº 151 y SEC ID nº 155, o variantes de las mismas que conservan funcionalidad, y una 
secuencia de región variable de cadena ligera que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 
97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a una secuencia seleccionada de entre el grupo que consiste de las secuencias: 55 
SEC ID nº 37, SEC ID nº 39, SEC ID nº 43, SEC ID nº 49, SEC ID nº 53, SEC ID nº 57, SEC ID nº 61, SEC ID nº 65, 
SEC ID nº 69, SEC ID nº 73, SEC ID nº 77, SEC ID nº 81, SEC ID nº 85, SEC ID nº 89, SEC ID nº 93, SEC ID nº 97, 
SEC ID nº 101, SEC ID nº 105, SEC ID nº 109, SEC ID nº 113, SEC ID nº 117, SEC ID nº 121, SEC ID nº 125, SEC 
ID nº 129, SEC ID nº 133, SEC ID nº 137, SEC ID nº 141, SEC ID nº 145, SEC ID nº 149 y SEC ID nº 153, o 
variantes de las mismas que conservan funcionalidad. En una realización, las fracciones de unión a antígeno del 60 
inmunoconjugado comprenden la secuencia de región variable de cadena pesada SEC ID nº 41 y la región variable 
de cadena ligera SEC ID nº 39. En una realización, las fracciones de unión a antígeno del inmunoconjugado 
comprenden la secuencia de región variable de cadena pesada SEC ID nº 51 y la región variable de cadena ligera 
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SEC ID nº 49. En una realización, las fracciones de unión a antígeno del inmunoconjugado comprenden la secuencia 
de región variable de cadena pesada SEC ID nº 111 y la región variable de cadena ligera SEC ID nº 109. En una 
realización, las fracciones de unión a antígeno del inmunoconjugado comprenden la secuencia de región variable de 
cadena pesada SEC ID nº 143 y la región variable de cadena ligera SEC ID nº 141. En una realización, las 
fracciones de unión a antígeno del inmunoconjugado comprenden la secuencia de región variable de cadena pesada 5 
SEC ID nº 151 y la región variable de cadena ligera SEC ID nº 149. 
 
En otra realización específica, la secuencia de región variable de cadena pesada de los grupos de unión a antígeno 
del inmunoconjugado se encuentra codificada por una secuencia polinucleótida que es por lo menos 
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ó 99% idéntica a una secuencia seleccionada de entre el 10 
grupo que consiste de las secuencias:  SEC ID nº 42, SEC ID nº 46, SEC ID nº 48, SEC ID nº 52, SEC ID nº 56, SEC 
ID nº 60, SEC ID nº 64, SEC ID nº 68, SEC ID nº 72, SEC ID nº 76, SEC ID nº 80, SEC ID nº 84, SEC ID nº 88, SEC 
ID nº 92, SEC ID nº 96, SEC ID nº 100, SEC ID nº 104, SEC ID nº 108, SEC ID nº 112, SEC ID nº 116, SEC ID nº 
120, SEC ID nº 124, SEC ID nº 128, SEC ID nº 132, SEC ID nº 136, SEC ID nº 140, SEC ID nº 144, SEC ID nº 148, 
SEC ID nº 152, y SEC ID nº 156. En todavía otra realización específica, la secuencia de región variable de cadena 15 
pesada de los grupos de unión a antígeno del inmunoconjugado se encuentra codificada por una secuencia 
polinucleótida seleccionada de entre el grupo que consiste de las secuencias:  SEC ID nº 42, SEC ID nº 46, SEC ID 
nº 48, SEC ID nº 52, SEC ID nº 56, SEC ID nº 60, SEC ID nº 64, SEC ID nº 68, SEC ID nº 72, SEC ID nº 76, SEC ID 
nº 80, SEC ID nº 84, SEC ID nº 88, SEC ID nº 92, SEC ID nº 96, SEC ID nº 100, SEC ID nº 104, SEC ID nº 108, SEC 
ID nº 112, SEC ID nº 116, SEC ID nº 120, SEC ID nº 124, SEC ID nº 128, SEC ID nº 132, SEC ID nº 136, SEC ID nº 20 
140, SEC ID nº 144, SEC ID nº 148, SEC ID nº 152, y SEC ID nº 156. En otra realización específica, la secuencia de 
región variable de cadena ligera de los grupos de unión a antígeno del inmunoconjugado se encuentra codificada 
por una secuencia polinucleótida que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ó 
99% idéntica a una secuencia seleccionada de entre el grupo que consiste de las secuencias:  SEC ID nº 38, SEC 
ID nº 40, SEC ID nº 44, SEC ID nº 50, SEC ID nº 54, SEC ID nº 58, SEC ID nº 62, SEC ID nº 66, SEC ID nº 70, SEC 25 
ID nº 74, SEC ID nº 78, SEC ID nº 82, SEC ID nº 86, SEC ID nº 90, SEC ID nº 94, SEC ID nº 98, SEC ID nº 102, 
SEC ID nº 106, SEC ID nº 110, SEC ID nº 114, SEC ID nº 118, SEC ID nº 122, SEC ID nº 126, SEC ID nº 130, SEC 
ID nº 134, SEC ID nº 138, SEC ID nº 142, SEC ID nº 146, SEC ID nº 150, y SEC ID nº 154. En todavía otra 
realización específica, la secuencia de región variable de cadena ligera de los grupos de unión a antígeno del 
inmunoconjugado se encuentra codificada por una secuencia polinucleótida seleccionada de entre el grupo que 30 
consiste de las secuencias:  SEC ID nº 38, SEC ID nº 40, SEC ID nº 44, SEC ID nº 50, SEC ID nº 54, SEC ID nº 58, 
SEC ID nº 62, SEC ID nº 66, SEC ID nº 70, SEC ID nº 74, SEC ID nº 78, SEC ID nº 82, SEC ID nº 86, SEC ID nº 90, 
SEC ID nº 94, SEC ID nº 98, SEC ID nº 102, SEC ID nº 106, SEC ID nº 110, SEC ID nº 114, SEC ID nº 118, SEC ID 
nº 122, SEC ID nº 126, SEC ID nº 130, SEC ID nº 134, SEC ID nº 138, SEC ID nº 142, SEC ID nº 146, SEC ID nº 
150, y SEC ID nº 154. 35 
 
En otra realización específica, el inmunoconjugado de la invención comprende una secuencia polipeptídica que es 
por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a una secuencia 
seleccionada de entre el grupo de las secuencias SEC ID nº 209, SEC ID nº 211, SEC ID nº 213, SEC ID nº 217, 
SEC ID nº 219, SEC ID nº 221, SEC ID nº 223, SEC ID nº 225, SEC ID nº 227, y SEC ID nº 229, o variantes de las 40 
mismas que conservan funcionalidad. En todavía otra realización específica, el inmunoconjugado de la invención 
comprende una secuencia polipeptídica que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 
98%, 99% ó 100% idéntica a una secuencia seleccionada de entre el grupo de las secuencias SEC ID nº 231, SEC 
ID nº 233, SEC ID nº 235 y SEC ID nº 239 ó variantes de la misma que conservan funcionalidad. En una realización 
más específica, el inmunoconjugado de la presente invención comprende una secuencia polipeptídica que es por lo 45 
menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a SEC ID nº 211 ó a la 
secuencia SEC ID nº 219 ó variantes de las mismas que conservan funcionalidad, y una secuencia polipeptídica que 
es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a la secuencia 
SEC ID nº 233 ó variantes de la misma que conservan funcionalidad. En otra realización específica, el 
inmunoconjugado de la invención comprende una secuencia polipeptídica que es por lo menos aproximadamente 50 
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a una secuencia seleccionada de entre el grupo de las 
secuencias SEC ID nº 209, SEC ID nº 221, SEC ID nº 223, SEC ID nº 225, SEC ID nº 227 y SEC ID nº 229 ó 
variantes de las mismas que conservan funcionalidad, y una secuencia polipeptídica que es por lo menos 
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a SEC ID nº 231 ó variantes de la 
misma que conservan funcionalidad. En una realización específica adicional, el inmunoconjugado de la presente 55 
invención comprende dos secuencias polipeptídicas que son por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 
96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idénticas a la secuencia SEC ID nº 213 y SEC ID nº 235 ó variantes de la misma que 
conservan funcionalidad. En todavía otra realización específica, el inmunoconjugado de la presente invención 
comprende dos secuencias polipeptídicas que son por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 
97%, 98%, 99% ó 100% idénticas a la secuencia SEC ID nº 217 y SEC ID nº 239 ó variantes de la misma que 60 
conservan funcionalidad. En todavía otra realización específica, el inmunoconjugado de la presente invención 
comprende dos secuencias polipeptídicas que son por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 
97%, 98%, 99% ó 100% idénticas a la secuencia SEC ID nº 219 y SEC ID nº 233 ó variantes de la misma que 
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conservan funcionalidad. En todavía otra realización específica, el inmunoconjugado de la presente invención 
comprende dos secuencias polipeptídicas que son por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 
97%, 98%, 99% ó 100% idénticas a la secuencia SEC ID nº 221 y SEC ID nº 231 ó variantes de la misma que 
conservan funcionalidad. En todavía otra realización específica, el inmunoconjugado de la presente invención 
comprende dos secuencias polipeptídicas que son por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 5 
97%, 98%, 99% ó 100% idénticas a la secuencia SEC ID nº 223 y SEC ID nº 231 ó variantes de la misma que 
conservan funcionalidad. En todavía otra realización específica, el inmunoconjugado de la presente invención 
comprende dos secuencias polipeptídicas que son por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 
97%, 98%, 99% ó 100% idénticas a la secuencia SEC ID nº 225 y SEC ID nº 231 ó variantes de la misma que 
conservan funcionalidad. En todavía otra realización específica, el inmunoconjugado de la presente invención 10 
comprende dos secuencias polipeptídicas que son por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 
97%, 98%, 99% ó 100% idénticas a la secuencia SEC ID nº 227 y SEC ID nº 231 ó variantes de la misma que 
conservan funcionalidad. En todavía otra realización específica, el inmunoconjugado de la presente invención 
comprende dos secuencias polipeptídicas que son por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 
97%, 98%, 99% ó 100% idénticas a la secuencia SEC ID nº 229 y SEC ID nº 231 ó variantes de la misma que 15 
conservan funcionalidad. En todavía otra realización específica, el inmunoconjugado de la presente invención 
comprende dos secuencias polipeptídicas que son por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 
97%, 98%, 99% ó 100% idénticas a la secuencia SEC ID nº 211 y SEC ID nº 233 ó variantes de la misma que 
conservan funcionalidad. 
 20 
En otra realización específica, el inmunoconjugado de la invención comprende una secuencia polipeptídica que es 
por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a una secuencia 
seleccionada de entre el grupo de las secuencias SEC ID nº 297, SEC ID nº 301 y SEC ID nº 315, o variantes de las 
mismas que conservan funcionalidad. En todavía otra realización específica, el inmunoconjugado de la invención 
comprende una secuencia polipeptídica que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 25 
98%, 99% ó 100% idéntica a una secuencia seleccionada de entre el grupo de las secuencias SEC ID nº 299, SEC 
ID nº 303 y SEC ID nº 317, o variantes de las mismas que conservan funcionalidad. En una realización más 
específica, el inmunoconjugado de la presente invención comprende una secuencia polipeptídica que es por lo 
menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a SEC ID nº 297 ó variantes 
de las mismas que conservan funcionalidad, y una secuencia polipeptídica que es por lo menos aproximadamente 30 
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a SEC ID nº 299 ó variantes de las mismas que 
conservan funcionalidad, y una secuencia polipeptídica que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 
95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a SEC ID nº 233 ó una variante de la misma que conserva 
funcionalidad. En otra realización específica, el inmunoconjugado de la presente invención comprende una 
secuencia polipeptídica que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% 35 
idéntica a la secuencia SEC ID nº 301 ó variantes de las mismas que conservan funcionalidad, y una secuencia 
polipeptídica que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a 
SEC ID nº 303 ó variantes de las mismas que conservan funcionalidad, y una secuencia polipeptídica que es por lo 
menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a SEC ID nº 231 ó una 
variante de la misma que conserva funcionalidad. En todavía otra realización específica, el inmunoconjugado de la 40 
presente invención comprende una secuencia polipeptídica que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 
95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a SEC ID nº 315 ó variantes de las mismas que conservan 
funcionalidad, y una secuencia polipeptídica que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 
97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a SEC ID nº 317 ó variantes de las mismas que conservan funcionalidad, y una 
secuencia polipeptídica que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% 45 
idéntica a SEC ID nº 233 ó una variante de la misma que conserva funcionalidad. 
 
En otra realización específica, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptídica codificada por una 
secuencia polinucleótida que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ó 99% 
idéntica a una secuencia seleccionada de entre el grupo de las secuencias SEC ID nº 210, SEC ID nº 212, SEC ID 50 
nº 214, SEC ID nº 218, SEC ID nº 220, SEC ID nº 222, SEC ID nº 224, SEC ID nº 226, SEC ID nº 228, y SEC ID nº 
230. En todavía otra realización específica, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptídica codificada 
por una secuencia polinucleótida seleccionada de entre el grupo de  SEC ID nº 210, SEC ID nº 212, SEC ID nº 214, 
SEC ID nº 218, SEC ID nº 220, SEC ID nº 222, SEC ID nº 224, SEC ID nº 226, SEC ID nº 228, y SEC ID nº 230. En 
otra realización específica, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptídica codificada por una 55 
secuencia polinucleótida que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ó 99% 
idéntica a una secuencia seleccionada de entre el grupo de las secuencias SEC ID nº 232, SEC ID nº 234, SEC ID 
nº 236, y SEC ID nº 240. En todavía otra realización específica, el inmunoconjugado comprende una secuencia 
polipeptídica codificada por una secuencia polinucleótida seleccionada de entre el grupo de  SEC ID nº 232, SEC ID 
nº 234, SEC ID nº 236, y SEC ID nº 240. 60 
 
En otra realización específica, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptídica codificada por una 
secuencia polinucleótida que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ó 99% 
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idéntica a una secuencia seleccionada de entre el grupo de las secuencias SEC ID nº 298, SEC ID nº 302 y SEC ID 
nº 316. En todavía otra realización específica, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptídica 
codificada por una secuencia polinucleótida seleccionada de entre el grupo de  SEC ID nº 298, SEC ID nº 302 y SEC 
ID nº 316. En otra realización específica, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptídica codificada por 
una secuencia polinucleótida que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ó 99% 5 
idéntica a una secuencia seleccionada de entre el grupo de las secuencias SEC ID nº 300, SEC ID nº 304 y SEC ID 
nº 318. En todavía otra realización específica, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptídica 
codificada por una secuencia polinucleótida seleccionada de entre el grupo de  SEC ID nº 300, SEC ID nº 304 y SEC 
ID nº 318. 
 10 
En una realización, el inmunoconjugado comprende por lo menos un grupo de unión a antígeno, típicamente dos o 
más que son específicos del proteoglicano condroitín sulfato del melanoma (MCSP). En otra realización, el 
inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptídica en la que una primera cadena pesada de Fab específica 
para MCSP comparte un enlace peptídico carboxiterminal con un polipéptido IL-2 mutante que a su vez comparte un 
enlace peptídico carboxiterminal con una segunda cadena pesada de Fab específica para MCSP. En todavía otra 15 
realización, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptídica en la que una primera cadena ligera de Fab 
específica para MCSP comparte un enlace peptídico carboxiterminal con una molécula de IL-2, que a su vez 
comparte un enlace peptídico carboxiterminal con una segunda cadena ligera de Fab específica para MCSP. En otra 
realización, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptídica en la que una cadena pesada de 
inmunoglobulina específica para MCSP comparte un enlace peptídico carboxiterminal con un polipéptido IL-2 20 
mutante. 
 
En una realización específica, los grupos de unión a antígeno del inmunoconjugado comprenden una secuencia de 
región variable de cadena pesada que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 
99% ó 100% idéntica a la secuencia SEC ID nº 189 ó a la secuencia SEC ID nº 193 ó variantes de la misma que 25 
conservan funcionalidad. En otra realización específica, los grupos de unión a antígeno del inmunoconjugado 
comprenden una secuencia de región variable de cadena ligera que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 
90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a la secuencia SEC ID nº 191 ó a la secuencia SEC ID nº 197 ó 
variantes de la misma que conservan funcionalidad. En una realización más específica, los grupos de unión a 
antígeno del inmunoconjugado comprenden una secuencia de región variable de cadena pesada que es por lo 30 
menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a la secuencia SEC ID nº 
189 ó a la secuencia SEC ID nº 193 ó variantes de las mismas que conservan funcionalidad, y una secuencia de 
región variable de cadena ligera que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 
99% ó 100% idéntica a la secuencia SEC ID nº 191 ó a la secuencia SEC ID nº 197, o variantes de las mismas que 
conservan funcionalidad. En una realización más específica, los grupos de unión a antígeno del inmunoconjugado 35 
comprenden una secuencia de región variable de cadena pesada que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 
90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a la secuencia SEC ID nº 189, y una secuencia de región variable 
de cadena ligera que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% 
idéntica a la secuencia SEC ID nº 191. En otra realización específica, los grupos de unión a antígeno del 
inmunoconjugado comprenden una secuencia de región variable de cadena pesada que son por lo menos 40 
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idénticas a la secuencia SEC ID nº 193, y 
una secuencia de región variable de cadena ligera que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 
96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a la secuencia SEC ID nº 191. 
 
En otra realización específica, la secuencia de región variable de cadena pesada de las fracciones de unión a 45 
antígeno del inmunoconjugado se encuentra codificada por una secuencia polinucleótida que es por lo menos 
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ó 99% idéntica a SEC ID nº 190 ó a la secuencia SEC ID 
nº 194. En todavía otra realización específica, la secuencia de región variable de cadena pesada de los grupos de 
unión a antígeno del inmunoconjugado se encuentra codificada por la secuencia polinucleótida de la secuencia SEC 
ID nº 190 ó a la secuencia SEC ID nº 194. En otra realización específica, la secuencia de región variable de cadena 50 
ligera de las fracciones de unión a antígeno del inmunoconjugado se encuentra codificada por una secuencia 
polinucleótida que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ó 99% idéntica a la 
secuencia SEC ID nº 192 ó a la secuencia SEC ID nº 198. En todavía otra realización específica, la secuencia de 
región variable de cadena ligera de los grupos de unión a antígeno del inmunoconjugado se encuentra codificada 
por la secuencia polinucleótida de la secuencia SEC ID nº 192 ó a la secuencia SEC ID nº 198. 55 
 
En una realización específica, el inmunoconjugado de la invención comprende una secuencia polipeptídica que es 
por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a SEC ID nº 253 ó a la 
secuencia SEC ID nº 257, o variantes de las mismas que conservan funcionalidad. En otra realización específica, el 
inmunoconjugado de la invención comprende una secuencia polipeptídica que es por lo menos aproximadamente 60 
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a la secuencia SEC ID nº 255 ó a la secuencia SEC ID 
nº 261, o variantes de las mismas que conservan funcionalidad. En otra realización más específica, el 
inmunoconjugado de la invención comprende una secuencia polipeptídica que es por lo menos aproximadamente 
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80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a la secuencia SEC ID nº 253 ó a la secuencia SEC ID 
nº 257 ó variantes de las mismas que conservan funcionalidad, y una secuencia polipeptídica que es por lo menos 
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a la secuencia SEC ID nº 255 ó a la 
secuencia SEC ID nº 261, o variantes de las mismas que conservan funcionalidad. En otra realización específica, el 
inmunoconjugado de la presente invención comprende una secuencia polipeptídica que es por lo menos 5 
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a la secuencia SEC ID nº 253 ó 
variantes de las mismas que conservan funcionalidad, y una secuencia polipeptídica que es por lo menos 
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a la secuencia SEC ID nº 255 ó 
variantes de la misma que conservan funcionalidad. En otra realización específica, el inmunoconjugado de la 
presente invención comprende una secuencia polipeptídica que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 10 
95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a la secuencia SEC ID nº 257 ó variantes de las mismas que conservan 
funcionalidad, y una secuencia polipeptídica que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 
97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a la secuencia SEC ID nº 255 ó variantes de la misma que conservan 
funcionalidad. 
 15 
En otra realización específica, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptídica codificada por una 
secuencia polinucleótida que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ó 99% 
idéntica a la secuencia SEC ID nº  254 o SEC ID nº  258. En todavía otra realización específica, el inmunoconjugado 
comprende una secuencia polipeptídica codificada por la secuencia polinucleótida de secuencia SEC ID  nº  254 o 
SEC ID nº  258. En otra realización específica, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptídica 20 
codificada por una secuencia polinucleótida que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 
97%, 98% ó 99% idéntica a SEC ID nº  256 o SEC ID nº  262. En todavía otra realización específica, el 
inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptídica codificada por la secuencia polinucleótida de secuencia 
SEC ID  nº  256 o SEC ID nº  262.  
 25 
En una realización, el inmunoconjugado comprende por lo menos una fracción de unión a antígeno, típicamente dos 
o más, que son específicas para el antígeno carcinoembrionario (ACE). En todavía otra realización, el 
inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptídica en la que una primera cadena pesada de Fab específica 
para ACE comparte un enlace peptídico carboxiterminal con un polipéptido IL-2 mutante que a su vez comparte un 
enlace peptídico carboxiterminal con una segunda cadena pesada de Fab específica para ACE. En una realización, 30 
el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptídica en la que una cadena pesada de inmunoglobulina 
específica para ACE comparte un enlace peptídico carboxiterminal con un polipéptido IL-2 mutante. En una 
realización específica, los grupos de unión a antígeno del inmunoconjugado comprenden una secuencia de región 
variable de cadena pesada que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 
100% idéntica a la secuencia SEC ID nº  313 ó una variante de la misma que conserva funcionalidad. En otra 35 
realización específica, los grupos de unión a antígeno del inmunoconjugado comprenden una secuencia de región 
variable de cadena ligera que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 
100% idéntica a la secuencia SEC ID nº  311 ó una variante de la misma que conserva funcionalidad. En una 
realización más específica, los grupos de unión a antígeno del inmunoconjugado comprenden una secuencia de 
región variable de cadena pesada que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 40 
99% ó 100% idéntica a la secuencia SEC ID nº  313 ó una variante de las mismas que conserva funcionalidad, y una 
secuencia de región variable de cadena ligera que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 
97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a la secuencia SEC ID nº  311 ó una variante de la misma que conserva 
funcionalidad. 
 45 
En otra realización específica, la secuencia de región variable de cadena pesada de las fracciones de unión a 
antígeno del inmunoconjugado se encuentra codificada por una secuencia polinucleótida que es por lo menos 
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ó 99% idéntica a SEC ID nº  314. En todavía otra 
realización específica, la secuencia de región variable de cadena pesada de las fracciones de unión a antígeno del 
inmunoconjugado se encuentra codificada por la secuencia polinucleótida SEC ID nº  314. En otra realización 50 
específica, la secuencia de región variable de cadena ligera de las fracciones de unión a antígeno del 
inmunoconjugado se encuentra codificada por una secuencia polinucleótida que es por lo menos aproximadamente 
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ó 99% idéntica a la secuencia SEC ID nº  312. En todavía otra realización 
específica, la secuencia de región variable de cadena ligera de las fracciones de unión a antígeno del 
inmunoconjugado se encuentra codificada por la secuencia polinucleótida SEC ID nº  312. 55 
 
En otra realización específica, el inmunoconjugado de la invención comprende una secuencia polipeptídica que es 
por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a la secuencia SEC ID 
nº  319, o variantes de las mismas que conservan funcionalidad. En todavía otra realización específica, el 
inmunoconjugado de la invención comprende una secuencia polipeptídica que es por lo menos aproximadamente 60 
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a la secuencia SEC ID nº  321, o variantes de las 
mismas que conservan funcionalidad. En todavía otra realización específica, el inmunoconjugado de la invención 
comprende una secuencia polipeptídica que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 
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98%, 99% ó 100% idéntica a la secuencia SEC ID nº  323, o variantes de las mismas que conservan funcionalidad. 
En una realización más específica, el inmunoconjugado de la presente invención comprende una secuencia 
polipeptídica que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a 
SEC ID nº  319 ó variantes de las mismas que conservan funcionalidad, y una secuencia polipeptídica que es por lo 
menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a SEC ID nº  321 ó variantes 5 
de las mismas que conservan funcionalidad, y una secuencia polipeptídica que es por lo menos aproximadamente 
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idéntica a SEC ID nº  323 ó una variante de la misma que 
conserva funcionalidad. 
 
En otra realización específica, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptídica codificada por una 10 
secuencia polinucleótida que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ó 99% 
idéntica a la secuencia SEC ID nº  320. En todavía otra realización específica, el inmunoconjugado comprende una 
secuencia polipeptídica codificada por la secuencia polinucleótida SEC ID nº  320. En otra realización específica, el 
inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptídica codificada por una secuencia polinucleótida que es por lo 
menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ó 99% idéntica a la secuencia SEC ID nº  322. En 15 
todavía otra realización específica, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptídica codificada por la 
secuencia polinucleótida SEC ID nº  322. En otra realización específica, el inmunoconjugado comprende una 
secuencia polipeptídica codificada por una secuencia polinucleótida que es por lo menos aproximadamente 80%, 
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ó 99% idéntica a la secuencia SEC ID nº  324. En todavía otra realización 
específica, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptídica codificada por la secuencia polinucleótida 20 
SEC ID nº  324. 
 
Entre las fracciones de unión a antígeno de la invención se incluyen aquéllas que comprenden secuencias que son 
por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idénticas a las secuencias 
peptídicas indicadas en SEC ID nº 23 a 261 (números impares), 311 y 313, incluyendo los fragmentos o variantes 25 
funcionales de las mismas. La invención también comprende fracciones de unión a antígeno que comprenden 
secuencias SEC ID nº 23 a nº 261 (números impartes), 293 a 303 (números impares), 311 y 313 con sustituciones 
conservadoras de aminoácidos. 
 
Polinucleótidos  30 
 
La exposición proporciona además polinucleótidos aislados codificantes de un polipéptido IL-2 mutante o un 
inmunoconjugado que comprende un polipéptido IL-2 mutante tal como se describe en la presente memoria. 
 
Entre los polinucleótidos de la invención se incluyen aquellos que son por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 35 
90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ó 100% idénticos a las secuencias indicadas en SEC ID nº 2, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 12, 
13, 14, 16, 17, 18, 20, 21, 22, 24 a 262 (número pares), 293 a 296 y 298 a 324 (números pares), incluyendo 
fragmentos o variantes funcionales de las mismas. 
 
Los polinucleótidos codificantes de polipéptidos IL-2 mutantes no unidos a una fracción no IL-2 se expresan 40 
generalmente en forma de polinucleótidos individuales que codifican el polipéptido entero. 
 
En una realización, la presente exposición se refiere a un polinucleótido aislado codificante de un polipéptido IL-2 
mutante, en el que el polinucleótido comprende una secuencia que codifica una secuencia de IL-2 mutante SEC ID 
nº  7, 11, 15 ó 19. La invención también comprende un polinucleótido aislado codificante de un polipéptido IL-2 45 
mutante, en el que el polinucleótido comprende una secuencia que codifica una secuencia de IL-2 mutante SEC ID 
nº  7, 11, 15 ó 19 con sustituciones conservadoras de aminoácidos. 
 
En otra realización, la invención se refiere a un polinucleótido aislado codificante de un polipéptido IL-2 mutante, en 
el que el polinucleótido comprende una secuencia que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 50 
96%, 97%, 98% ó 99% idéntica a una secuencia de nucleótidos seleccionada de entre el grupo de secuencias SEC 
ID nº  8, SEC ID nº  9, SEC ID nº  10, SEC ID nº  12, SEC ID nº  13, SEC ID nº  14, SEC ID nº  16, SEC ID nº  17, 
SEC ID nº  18, SEC ID nº  20, SEC ID nº  21, SEC ID nº  22, SEC ID nº  293, SEC ID nº  294, SEC ID nº  295 y SEC 
ID nº 296. En otra realización, la invención se refiere a un polinucleótido aislado codificante de un polipéptido IL-2 
mutante, en el que el polinucleótido comprende una secuencia de nucleótidos seleccionada de entre el grupo de 55 
SEC ID nº  8, SEC ID nº  9, SEC ID nº  10, SEC ID nº  12, SEC ID nº  13, SEC ID nº  14, SEC ID nº  16, SEC ID nº  
17, SEC ID nº  18, SEC ID nº  20, SEC ID nº  21, SEC ID nº  22, SEC ID nº  293, SEC ID nº  294, SEC ID nº  295 y 
SEC ID nº 296. En otra realización, la invención se refiere a un polinucleótido aislado codificante de un 
inmunoconjugado o fragmento del mismo, en el que el polinucleótido comprende una secuencia de ácidos nucleicos 
que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ó 99% idéntica a una secuencia de 60 
nucleótidos seleccionada de entre el grupo de SEC ID nº  8, SEC ID nº  9, SEC ID nº  10, SEC ID nº  12, SEC ID nº  
13, SEC ID nº  14, SEC ID nº  16, SEC ID nº  17, SEC ID nº  18, SEC ID nº  20, SEC ID nº  21, SEC ID nº  22, SEC 
ID nº  293, SEC ID nº  294, SEC ID nº  295 y SEC ID nº 296. En otra realización, la invención se refiere a un 
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polinucleótido aislado codificante de un inmunoconjugado o fragmento del mismo, en el que el polinucleótido 
comprende una secuencia de nucleótidos seleccionada de entre el grupo de SEC ID nº  8, SEC ID nº  9, SEC ID nº  
10, SEC ID nº  12, SEC ID nº  13, SEC ID nº  14, SEC ID nº  16, SEC ID nº  17, SEC ID nº  18, SEC ID nº  20, SEC 
ID nº  21, SEC ID nº  22, SEC ID nº  293, SEC ID nº  294, SEC ID nº  295 y SEC ID nº 296. Los polinucleótidos 
codificantes de inmunoconjugados tal como los indicados en la presente memoria pueden expresarse a partir de un 5 
único polinucleótido que codifica el inmunoconjugado completo o a partir de múltiples polinucleótidos (por ejemplo 
dos o más) que se coexpresan. Los polipéptidos codificados por polinucleótidos que se coexpresan pueden 
asociarse mediante, por ejemplo, enlaces disulfuro u otros medios para formar un inmunoconjugado funcional. Por 
ejemplo, la parte de cadena pesada de una fracción de unión a antígeno puede encontrarse codificada por un 
polinucleótido separado de una parte del inmunoconjugado que comprende la parte de cadena ligera de la fracción 10 
de unión a antígeno y el polipéptido IL-2 mutante. Al coexpresarse, los polipéptidos de cadena pesada se asocian 
con los polipéptidos de cadena ligera formando la fracción de unión a antígeno. Alternativamente, en otro ejemplo, la 
parte de cadena ligera de una fracción de unión a antígeno puede encontrarse codificada por un polinucleótido 
separado de una parte del inmunoconjugado que comprende la parte de cadena pesada de la fracción de unión a 
antígeno y el polipéptido IL-2 mutante. En una realización, un polinucleótido aislado de la invención codifica un 15 
fragmento de un inmunoconjugado que comprende un polipéptido IL-2 mutante y una fracción de unión a antígeno. 
En una realización, un polinucleótido aislado de la invención codifica la cadena pesada de una fracción de unión a 
antígeno y un polipéptido IL-2 mutante. En otra realización, un polinucleótido aislado de la invención codifica la 
cadena ligera de una fracción de unión a antígeno y un polipéptido IL-2 mutante. 
 20 
En una realización específica, un polinucleótido aislado tal como se indica en la presente memoria codifica un 
fragmento de un inmunoconjugado que comprende por lo menos un polipéptido IL-2 mutante y por lo menos una, 
preferentemente dos o más, fracciones de unión a antígeno, en el que un primer polipéptido IL-2 mutante comparte 
un enlace peptídico aminoterminal o carboxiterminal con una primera fracción de antígeno y una segunda fracción 
de antígeno comparte un enlace peptídico aminoterminal o carboxiterminal con el primer polipéptido IL-2 mutante o 25 
la primera fracción de unión a antígeno. En una realización, las fracciones de unión a antígeno se seleccionan 
independientemente de entre el grupo que consiste de una molécula Fv, concretamente una molécula scFv, y una 
molécula Fab. En otra realización específica, el polinucleótido codifica las cadenas pesadas de dos de las fracciones 
de unión a antígeno y un polipéptido IL-2 mutante. En otra realización específica, el polinucleótido codifica las 
cadenas ligeras de dos de las fracciones de unión a antígeno y un polipéptido IL-2 mutante. En otra realización 30 
específica, el polinucléotido codifica una cadena ligera de una de las fracciones de unión a antígeno, una cadena 
pesada de una segunda fracción de unión a antígeno y un polipéptido IL-2 mutante. 
 
En otra realización específica, un polinucléotido aislado tal como se indica en la presente memoria codifica un 
fragmento de un inmunoconjugado, en el que el polinucleótido codifica las cadenas pesadas de dos moléculas de 35 
Fab y un polipéptido IL-2 mutante. En otra realización específica, un polinucléotido aislado de la invención codifica 
un fragmento de un inmunoconjugado, en el que el polinucleótido codifica las cadenas ligeras de dos moléculas de 
Fab y un polipéptido IL-2 mutante. En otra realización específica, un polinucléotido aislado de la invención codifica 
un fragmento de un inmunoconjugado, en el que el polinucleótido codifica la cadena pesada de una molécula de 
Fab, la cadena ligera de una segunda molécula de Fab y un polipéptido IL-2 mutante. 40 
 
En una realización, un polinucleótido aislado tal como se indica en la presente memoria codifica un 
inmunoconjugado que comprende por lo menos un polipéptido IL-2 mutante, unido por sus aminoácidos 
aminoterminal y carboxiterminal a una o más moléculas de scFv. 
 45 
En otra realización, un polinucléotido aislado tal como se indica en la presente memoria codifica un fragmento de un 
inmunoconjugado, en el que el polinucleótido codifica la cadena pesada de una molécula de inmunoglobulina, 
concretamente una molécula de IgG, más concretamente una molécula de IgG1, y un polipéptido IL-2 mutante. En 
una realización más específica, el polinucleótido aislado codifia la cadena pesada de una molécula de 
inmunoglobulina y un polipéptido IL-2 mutante, en el que el polipéptido IL-2 mutante comparte un enlace peptídico 50 
aminoterminal con la cadena pesada de inmunoglobulina. 
 
En otra realización, la presente exposición se refiere a un polinucleótido aislado codificante de un inmunoconjugado 
o fragmento del mismo, en el que el polinucleótido comprende una secuencia codificante de una secuencia de región 
variable tal como se muestra en SEC ID nº  23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 55 
61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79, 81, 83, 85, 87, 89, 91, 93, 95, 97, 99, 101, 103, 105, 107, 109, 111, 113, 115, 
117, 119, 121, 123, 125, 127, 129, 231, 133, 135, 137, 139, 141, 143, 145, 147, 149, 151, 153, 155, 157, 159, 161, 
163, 165, 167, 169, 171, 173, 175, 177, 179, 181, 183, 185, 187, 189, 191, 193, 195, 197, 311 ó 313. En otra 
realización, la presente invención se refiere a un polinucléotido aislado codificante de un inmunoconjugado o 
fragmento del mismo, en el que el polinucleótido comprende una secuencia que codifica una secuencia polipeptídica 60 
mostrada en SEC ID nº  199, 201, 203, 205, 207, 209, 211, 213, 215, 217, 219, 221, 223, 225, 227, 229, 231, 233, 
235, 237, 239, 241, 243, 245, 247, 249, 251, 253, 255, 257, 259, 261, 297, 299, 301, 303, 315, 317, 319, 321 ó 323. 
En otra realización, la invención se refiere además a un polinucleótido aislado codificante de un inmunoconjugado o 
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fragmento del mismo, en el que el polinucleótido comprende una secuencia que es por lo menos aproximadamente 
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ó 99 idéntica a una secuencia de nucleótidos mostrada en SEC ID nº  24, 26, 
28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80, 82, 84, 86, 88, 
90, 92, 94, 96, 98, 100, 102, 104, 106, 108, 110, 112, 114, 116, 118, 120, 122, 124, 126, 128, 130, 132, 134, 136, 
138, 140, 142, 144, 146, 148, 150, 152, 154, 156, 158, 160, 162, 164, 166, 168, 170, 172, 174, 176, 178, 180, 182, 5 
184, 186, 188, 190, 192, 194, 196, 198, 200, 202, 204, 206, 208, 210, 212, 214, 216, 218, 220, 222, 224, 226, 228, 
230, 232, 234, 236, 238, 240, 242, 244, 246, 248, 250, 252, 254, 256, 258, 260, 262, 298, 300, 302, 304, 312, 314, 
316, 318, 320, 322 or 324. En otra realización, la invención se refiere a un polinucleótido aislado codificante de un 
inmunoconjugado o fragmento del mismo, en el que el polinucleótido comprende una secuencia de ácidos nucleicos 
mostrada en SEC ID nº 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 10 
72, 74, 76, 78, 80, 82, 84, 86, 88, 90, 92, 94, 96, 98, 100, 102, 104, 106, 108, 110, 112, 114, 116, 118, 120, 122, 
124, 126, 128, 130, 132, 134, 136, 138, 140, 142, 144, 146, 148, 150, 152, 154, 156, 158, 160, 162, 164, 166, 168, 
170, 172, 174, 176, 178, 180, 182, 184, 186, 188, 190, 192, 194, 196, 198, 200, 202, 204, 206, 208, 210, 212, 214, 
216, 218, 220, 222, 224, 226, 228, 230, 232, 234, 236, 238, 240, 242, 244, 246, 248, 250, 252, 254, 256, 258, 260, 
262, 298, 300, 302, 304, 312, 314, 316, 318, 320, 322 or 324. En otra realización, la invención se refiere a un 15 
polinucleótido aislado codificante de un inmunoconjugado o fragmento del mismo, en el que el polinucleótido 
comprende una secuencia que codifica una secuencia de región variable que es por lo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 
96%, 97%, 98% ó 99% idéntica a una secuencia de aminoácidos de SEC ID nº 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 
43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79, 81, 83, 85, 87, 89, 91, 93, 95, 97, 99, 101, 
103, 105, 107, 109, 111, 113, 115, 117, 119, 121, 123, 125, 127, 129, 231, 133, 135, 137, 139, 141, 143, 145, 147, 20 
149, 151, 153, 155, 157, 159, 161, 163, 165, 167, 169, 171, 173, 175, 177, 179, 181, 183, 185, 187, 189, 191, 193, 
195, 197, 311 o 313. En otra realización, la invención se refiere a un polinucleótido aislado codificante de un 
inmunoconjugado o fragmento del mismo, en el que el polinucleótido comprende una secuencia que codifica una 
secuencia polipeptídica que es por lo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ó 99% idéntica a una secuencia 
de aminoácidos de SEC ID nº 199, 201, 203, 205, 207, 209, 211, 213, 215, 217, 219, 221, 223, 225, 227, 229, 231, 25 
233, 235, 237, 239, 241, 243, 245, 247, 249, 251, 253, 255, 257, 259, 261, 297, 299, 301, 303, 315, 317, 319, 321 or 
323. La invención comprende un polinucleótido aislado codificante de un inmunoconjugado o fragmento del mismo, 
en el que el polinucleótido comprende una secuencia que codifica las secuencias de región variable SEC ID nº  23, 
25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79, 81, 83, 85, 
87, 89, 91, 93, 95, 97, 99, 101, 103, 105, 107, 109, 111, 113, 115, 117, 119, 121, 123, 125, 127, 129, 231, 133, 135, 30 
137, 139, 141, 143, 145, 147, 149, 151, 153, 155, 157, 159, 161, 163, 165, 167, 169, 171, 173, 175, 177, 179, 181, 
183, 185, 187, 189, 191, 193, 195, 197, 311 ó 313 con sustituciones conservadoras de aminoácidos. La invención 
también comprende un polinucleótido aislado codificante de un inmunoconjugado de la invención o fragmento del 
mismo, en el que el polinucléotido comprende una secuencia que codifica las secuencias polipeptídicas SEC ID nº  
199, 201, 203, 205, 207, 209, 211, 213, 215, 217, 219, 221, 223, 225, 227, 229, 231, 233, 235, 237, 239, 241, 243, 35 
245, 247, 249, 251, 253, 255, 257, 259, 261, 297, 299, 301, 303, 315, 317, 319, 321 ó 323 con sustituciones 
conservadoras de aminoácidos. 
 
En determinadas realizaciones, el polinucleótido o ácido nucleico es ADN. En otras realizaciones, un polinucleótido 
de la presente invención es ARN, por ejemplo en forma de ARN mensajero (ARNm). El ARN de la presente 40 
invención puede ser de cadena sencilla o de doble cadena. 
 
Métodos recombinantes  
 
Los polipéptidos IL-2 mutantes tales como los indicados en la presente memoria pueden prepararse mediante 45 
deleción, sustitución, inserción o modificación utilizando métodos genéticos o químicos bien conocidos de la técnica. 
Entre los métodos genéticos pueden incluirse la mutagénesis sitio-específico de la secuencia de ADN codificante, la 
PCR, la síntesis génica y similares.  Los cambios de nucleótidos correctos pueden verificarse mediante, por ejemplo, 
secuenciación. A este respecto, la secuencia de nucleótidos de la IL-2 nativa ha sido descrita por Taniguchi et al.  
(Nature 302:305-10, 1983) y el ácido nucleico codificante de la IL-2 humana se encuentra disponible de depósitos 50 
públicos tales como la American Type Culture Collection (Rockville, MD).  La secuencia de la IL-2 humana nativa se 
muestra en la SEC ID nº 1. La sustitución o inserción puede implicar residuos aminoácidos tanto naturales como no 
naturales.  La modificación de aminoácidos incluye métodos bien conocidos de modificación química, tales como la 
adición de sitios de glucosilación o uniones de carbohidratos, y similares.  
 55 
Los polipéptidos IL-2 mutantes e inmunoconjugados tales como los indicados en la presente memoria pueden 
obtenerse, por ejemplo, mediante síntesis peptídica de estado sólido o producción recombinante.  Para la 
producción recombinante de uno o más polinucleótidos codificantes de dicho polipéptido IL-2 mutante o 
inmunoconjugado (fragmento), por ejemplo tal como se ha indicado anteriormente, se aísla y se inserta en uno o 
más vectores para la clonación adicional y/o expresión en una célula huésped. Dicho polinucleótido puede aislarse y 60 
secuenciarse fácilmente mediante procedimientos convencionales. En una realización se proporciona un vector, 
preferentemente un vector de expresión, que comprende uno o más de los polinucleótidos indicados en la presente 
memoria. Pueden utilizarse métodos que son bien conocidos por el experto en la materia para construir vectores de 
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expresión que contienen la secuencia codificante de un polipéptido IL-2 mutante o inmunoconjugado (fragmento) 
conjuntamente con señales de control transcripcional/traduccional apropiadas. Entre estos métodos se incluyen 
técnicas in vitro de ADN recombinante, técnicas sintéticas y recombinación in vivo/recombinación genética. Ver, por 
ejemplo, las técnicas descritas en Maniatis et al., Molecular Cloning: A LABORATORY MANUAL, Cold Spring Harbor 
Laboratory, N.Y., 1989; y Ausubel et al., CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, Greene Publishing Associates 5 
y Wiley Interscience, N.Y., 1989. El vector de expresión puede ser parte de un plásmido o virus, o puede ser un 
fragmento de ácido nucleico. El vector de expresión incluye un casete de expresión en el que el polinucleótido 
codificante de la IL-2 mutante o del inmunoconjugado (fragmento) (es decir, la región codificante) se clona en 
asociación operable con un promotor y/o otros elementos de control de la transcripción o traducción. Tal como se 
utiliza en la presente memoria, una “región codificante” es una parte de un ácido nucleico que consiste de codones 10 
traducidos en aminoácidos. Aunque un “codón de parada” (TAG, TGA o TAA) no se traduce en un aminoácido, 
puede considerarse parte de una región codificante, en caso de encontrarse presente, mientras que cualesquiera 
secuencias flanqueantes, por ejemplo promotores, sitios de unión ribosómica, terminadores de transcripción, 
intrones, regiones 5’ y 3’ no traducidas y similares, no son parte de una región codificante. Pueden encontrarse 
presentes dos o más regiones codificantes en un único constructo polinucleótido, por ejemplo en un único vector, o 15 
en constructos polinucleótidos separados, por ejemplo en vectores separados (diferentes).  Además, cualquier 
vector puede contener una única región codificante, o puede comprender dos o más regiones codificantes, por 
ejemplo un vector indicado en la presente memoria puede codificar una o más poliproteínas, que se separan post-
traduccionalmente o cotraduccionalmente en las proteínas finales mediante corte proteolítico. Además, un vector, 
polinucleótido o ácido nucleico tal como se indica en la presente memoria puede codificar regiones codificantes 20 
heterólogas, fusionadas o no fusionadas con un primer o segundo polinucleótido codificante de los polipéptidos 
indicados en la presente memoria, o variante o derivado de los mismos. Entre las regiones codificantes heterólogas 
se incluyen, aunque sin limitación, elementos especializados o motivos, tales como un péptido de señal secretoria o 
un dominio funcional heterólogo. Una asociación operable se produce en el caso de que una región codificante de 
un producto génico, por ejemplo un polipéptido, se asocie a una o más secuencias reguladoras de manera que sitúa 25 
la expresión del producto génico bajo la influencia o el control de la secuencia o secuencias reguladoras. Dos 
fragmentos de ADN (tales como una región codificante de polipéptido y un promotor asociado a la misma) se 
encuentran “operablemente asociados” en el caso de que la inducción de la función del promotor resulte en la 
transcripción de ARNm codificante del producto génico deseado y en el caso de que la naturaleza del enlace entre 
los dos fragmentos de ADN no interfiera con la capacidad de las secuencias reguladoras de la expresión de dirigir la 30 
expresión del producto génico o de interferir con la capacidad del molde de ADN de ser transcrito. De esta manera, 
una región promotora se encontraría operablemente asociada a un ácido nucleico codificante de un polipéptido en el 
caso de que el promotor fuera capaz de inducir la transcripción de dicho ácido nucleico. El promotor puede ser un 
promotor específico de un tipo de célula que dirige una transcripción sustancial del ADN únicamente en células 
predeterminadas. Otros elementos de control de la transcripción, aparte de un promotor, por ejemplo 35 
intensificadores, operadores, represores y señales de terminación de la transcripción, pueden asociarse 
operablemente al polinucleótido para dirigir la transcripción específica de un tipo celular. Los promotores y otras 
regiones de control de la transcripción que resultan adecuados se dan a conocer en la presente memoria. Una 
diversidad de regiones de control de la transcripción es conocida por el experto en la materia. Entre ellas se 
incluyen, aunque sin limitarse a ellas, regiones de control de la transcripción que funcionan en células de vertebrado, 40 
tales como, aunque sin limitarse a ellos, segmentos de promotor e intensificador procedentes de citomegalovirus 
(por ejemplo el promotor temprano inmediato, conjuntamente con el intrón A), el virus 40 del simio (por ejemplo el 
promotor temprano) y los retrovirus (tales como, por ejemplo, el virus del sarcoma de Rous). Entre otras regiones de 
control de la transcripción se incluyen aquéllas derivadas de genes de vertebrado, tales como actina, proteína de 
choque térmico, hormona de crecimiento bovina y ß-globina de conejo, así como otras secuencias capaces de 45 
controlar la expresión génica en las células eucarióticas. Entre las regiones de control de la transcripción adecuadas 
adicionales se incluyen los promotores e intensificadores específicos de un tejido, así como promotores inducibles 
(por ejemplo los promotores inducibles por tetraciclinas). De manera similar, el experto ordinario en la materia 
conocerá una diversidad de elementos de control de la transcripción. Entre ellos se incluyen, aunque sin limitación, 
sitios de unión ribosómica, codones de inicio y terminación de la traducción, y elementos derivados de sistemas 50 
víricos (particularmente un sitio interno de entrada ribosómica, o IRES, también denominado secuencia CITE). El 
casete de expresión también puede incluir otros elementos, tales como un origen de replicación y/o elementos de 
integración cromosómica tales como repeticiones terminales largas retrovíricas (RTL) o repeticiones terminales 
invertidas (RTI) víricas adenoasociadas (VAA).  
 55 
Las regiones codificantes polinucleótidas y de ácidos nucleicos indicadas en la presente memoria pueden 
encontrarse asociadas a regiones codificantes adicionales que codifican péptidos secretorios o de señal, que dirigen 
la secreción de un polipéptido codificado por un polinucleótido tal como se indica en la presente memoria. Por 
ejemplo, en el caso de que se desee la secreción del polipéptido IL-2 mutante, puede situarse el ADN codificante de 
una secuencia de señal cadena arriba del ácido nucleico codificante de los aminoácidos maduros de la IL-2 mutante. 60 
Lo mismo se aplica a los inmunoconjugados indicados en la presente memoria o fragmentos de los mismos. Según 
la hipótesis de la señal, las proteínas secretadas por las células de mamífero presentan un péptido de señal o 
secuencia líder secretoria que resulta cortada de la proteína madura tras iniciarse la exportación de la cadena 
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proteica en crecimiento a través del retículo endoplasmático rugoso. El experto ordinario en la materia conocerá que 
los polipéptidos secretados por las células de vertebrado generalmente presentan un péptido de señal fusionado al 
extremo N-terminal del polipéptido, que resulta cortado del polipéptido traducido, produciendo una forma secretada o 
“madura” del polipéptido. Por ejemplo, la IL-2 humana se traduce con una secuencia de señal de 20 aminoácidos en 
el extremo N-terminal del polipéptido, que posteriormente se escinde para producir la IL-2 humana madura de 133 5 
aminoácidos. En determinadas realizaciones, se utiliza el péptido de señal nativo, por ejemplo el péptido de señal de 
IL-2 o un péptido de señal de cadena pesada o ligera de inmunoglobulina, o un derivado funcional de dicha 
secuencia que conserva la capacidad de dirigir la secreción del polipéptido que se encuentra operablemente 
asociado con la misma. Alternativamente, puede utilizarse un péptido de señal de mamífero heterólogo, o un 
derivado funcional del mismo. Por ejemplo, la secuencia líder de tipo salvaje puede sustituirse por la secuencia líder 10 
del activador del plasminógeno tisular humano (APT) o de la β-glucuronidase de ratón. En las SEC ID nº 236 a nº 
273 se muestran secuencias polinucleótidas y de aminoácidos ejemplares de péptidos de señal secretoria.  
 
El ADN codificante de una secuencia corta de proteína que podría utilizarse para facilitar la posterior purificación (por 
ejemplo una etiqueta de histidinas) o asistir en el marcaje del mutante o inmunoconjugado de IL-2 puede incluirse 15 
dentro del polinucleótido codificante del mutante o inmunoconjugado (fragmento) de IL-2 ó en los extremos del 
mismo.  
 
En una realización adicional, se proporciona una célula huésped que comprende uno o más polinucleótidos de la 
invención. En determinadas realizaciones, se proporciona una célula huésped que comprende uno o más vctores de 20 
la invención. Los polinucleótidos y vectores pueden incorporar cualquiera de las características, individualmente o en 
combinación, descritas en la presente memoria en relación a los polinucleótidos y vectores, respectivamente. En una 
de dichas realizaciones, una célula huésped comprende (por ejemplo ha sido transformada o transfectada) un vector 
que comprende un polinucleótido que codifica una secuencia de aminoácidos que comprende el polipéptido IL-2 
mutante de la invención. Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresión "célula huésped" se refiere a 25 
cualquier tipo de sistema celular que pueda manipularse para generar los polipéptidos o inmunoconjugados de IL-2 
mutante de la invención o fragmentos de los mismos. Las células huésped adecuadas para la replicación y para 
proporcionar soporte a la expresión de polipéptidos o inmunoconjugados de IL-2 mutante son bien conocidas de la 
técnica. Dichas células pueden transfectarse o transducirse según resulte apropiado con el vector de expresión 
particular y pueden cultivarse grandes cantidades de células que contienen el vector para la siembra de 30 
fermentadores a gran escala con el fin de obtener cantidades suficientes del mutante o inmunoconjugado de IL-2 
para aplicaciones clínicas. Entre las células huésped adecuadas se incluyen los microorganismos procarióticos, tales 
como E. coli, o diversas células eucarióticas, tales como células de ovario de hámster chino (CHO), células de 
insecto, y similares. Por ejemplo, pueden producirse polipéptidos en bacterias, en particular en el caso de que no 
resulte necesaria la glucosilación. Tras la expresión, puede aislarse el polipéptido a partir de la pasta de células 35 
bacterianas en una fracción soluble y puede purificarse adicionalmente. Además de procariotas, algunos microbios 
eucarióticos tales como hongos filamentosos o levaduras son huéspedes de clonación o de expresión adecuados 
para los vectores codificantes de polipéptidos, incluyendo cepas de hongos y de levaduras cuyas rutas de 
glucosilación han sido "humanizadas", resultando en la producción de un polipéptido con un patrón de glucosilación 
parcial o totalmente humano. Ver Gerngross, Nat. Biotech. 22:1409-1414, 2004, y Li et al., Nat. Biotech. 24:210-215, 40 
2006. Las células huésped adecuadas para la expresión de polipéptidos (glucosilados) también se derivan a partir 
de organismos multicelulares (invertebrados y vertebrados). Entre los ejemplos de células de invertebrado se 
incluyen las células vegetales y de insecto. Se han identificado numerosas cepas baculovíricas que pueden utilizarse 
conjuntamente con células de insecto, particularmente para la transfección de células de Spodoptera frugiperda. 
También pueden utilizarse cultivos de células vegetales como huéspedes. Ver, por ejemplo, las patentes US nº  45 
5.959.177, nº 6.040.498, nº 6.420.548, nº 7.125.978 y nº 6.417.429 (que describen la tecnología PLANTIBODIES™ 
para la producción de anticuerpos en plantas transgénicas). También pueden utilizarse células de vetebrado como 
huéspedes. Por ejemplo, pueden resultar útiles líneas celulares de mamífero adaptadas para el crecimiento en 
suspensión. Otros ejemplos de líneas celulares huésped de mamífero que resultan útiles son la línea CV1 de riñón 
de mono transformada por SV40 (COS-7), la línea renal embrionaria humana (células 293 ó 293T descritas en, por 50 
ejemplo, Graham et al., J. Gen. Virol. 36:59, 1977), las células renales de hámster neonato (BHK), las células de 
Sertoli de ratón (células TM4 tal como se describen en, por ejemplo, Mather, Biol. Reprod. 23:243-251, 1980), las 
células de riñón de mono (CV1), las células renales de mono verde africano (VERO-76), las células de carcinoma 
cervical humano (HELA), las células renales caninas (MDCK), las células hepáticas de rata búfalo (BRL 3A), las 
células pulmonares humanas (W138), las células hepáticas humanas (Hep G2), las células de tumor mamario de 55 
ratón (MMT 060562), las células TRI (tal como se describe en, por ejemplo, Mather et al., Annals N.Y. Acad. Sci. 
383:44-68, 1982), las células MRC 5 y las células FS4. Entre otras líneas celulares huésped de mamífero que 
resultan útiles se incluyen las células de ovario de hámster chino (CHO), incluyendo las células CHO dhfr- (Urlaub et 
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216, 1980) y las líneas celulares de mieloma tales como Y0, NS0 y Sp2/0. Para 
una revisión de determinadas líneas celulares huésped de mamífero adecuadas para la producción de proteínas ver, 60 
por ejemplo, Yazaki y Wu, Methods in Molecular Biology, vol. 248 (B.K.C. Lo, editor, Humana Press, Totowa, NJ), 
páginas 255-268 (2003). Entre las células huésped se incluyen las células en cultivo, por ejemplo células de 
mamífero en cultivo, células de levadura, células de insecto, células bacterianas y células vegetales, entre otras, 
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aunque también células comprendidas en un animal transgénico, planta transgénica o tejido vegetal o animal en 
cultivo. En una realización, la célula huésped es una célula eucariótica, particularmente una célula de mamífero, por 
ejemplo una célula de ovario de hámster chino (CHO), una célula renal embrionaria (HEK) o una célula linfoide (por 
ejemplo células Y0, NS0 ó Sp20). 
 5 
Son conocidas de la técnica tecnologías estándares para expresar genes foráneos en estos sistemas. Las células 
que expresan un polipéptido IL-2 mutante fusionado con la cadena pesada o ligera de un dominio de unión a 
antígeno, tal como un anticuerpo, pueden manipularse de manera que también expresen las demás cadenas de 
anticuerpo, de manera que el producto de fusión de IL-2 mutante expresado sea un anticuerpo que presente tanto 
una cadena pesada como una cadena ligera. 10 
 
En una realización, se proporciona un método de producción de un mutante o inmunoconjugado del polipéptido IL-2 
según la invención, en el que el método comprende cultivar una célula huésped que comprende un polinucleótido 
codificante del mutante o inmunoconjugado del polipéptido IL-2, tal como se proporciona en la presente memoria, 
bajo condiciones adecuadas para la expresión del mutante o inmunoconjugado del polipéptido IL-2, y opcionalmente 15 
recuperar el mutante o inmunoconjugado de polipéptido IL-2 a partir de la célula huésped (o medio de cultivo de la 
célula huésped). 
 
En determinadas realizaciones según la invención, el polipéptido IL-2 mutante se une a por lo menos una fracción no 
IL-2. Puede prepararse un mutante de IL-2 en el que el segmento de polipéptido IL-2 mutante se une a una o más 20 
moléculas, tales como un polipéptido, proteína, carbohidrato, lípido, ácido nucleico o polinucleótido o a moléculas 
que son combinaciones de dichas moléculas (por ejemplo glucoproteínas, glucolípidos, etc.). El polipéptido IL-2 
mutante también puede unirse a una fracción orgánica, fracción inorgánica o farmacéutico. Tal como se utiliza en la 
presente memoria, un farmacéutico es un compuesto que contiene sustancias orgánicas de aproximadamente 5.000 
daltons o menos. El polipéptido IL-2 mutante también puede unirse a cualquier agente biológico, incluyendo 25 
compuestos terapéuticos, tales como agentes antineoplásicos, agentes antimicrobianos, hormonas, 
inmunomoduladores, agentes antiinflamatorios y similares. También se encuentran incluidos isótopos radioactivos 
tales como aquellos que resultan útiles para la obtención de imágenes, así como para la terapia. 
 
El polipéptido IL-2 mutante también puede unirse a múltiples moléculas del mismo tipo o a más de un tipo de 30 
molécula. En determinadas realizaciones, la molécula que se une a IL-2 puede proporcionar la capacidad de dirigir la 
IL-2 a tejidos o células específicos en un animal y se denomina en la presente memoria "fracción de dianización". En 
estas realizaciones, la fracción de dianización puede presentar afinidad para un ligando o receptor en el tejido o 
célula diana, dirigiendo de esta manera la IL-2 al tejido o célula diana. En una realización particular, la fracción de 
dianización dirige la IL-2 a un tumor. Entre las fracciones de dianización se incluyen, por ejemplo, las fracciones de 35 
unión a antígeno (por ejemplo anticuerpos y fragmentos de los mismos) específicos para proteínas de superficie 
celular o intracelular, ligandos de receptores biológicos, y similares. Dichas fracciones de unión a antígeno pueden 
ser específicas para antígenos asociados a tumor, tales como las indicadas en la presente memoria. 
 
Un polipéptido IL-2 mutante puede fusionarse genéticamente con otro polipéptido, por ejemplo un anticuerpo de una 40 
sola cadena o (parte de) cadenas pesadas o ligeras de un anticuerpo, o puede conjugarse químicamente con otra 
molécula. La fusión de un polipéptido IL-2 mutante con parte de una cadena pesada de anticuerpo se describe en 
los Ejemplos. Puede diseñarse una IL-2 mutante que sea una fusión entre un polipéptido IL-2 mutante y otro 
polipéptido, de manera que la secuencia de IL-2 se encuentre fusionada directamente con el polipéptido o 
indirectamente mediante una secuencia conectora. La composición y longitud de la molécula conectora pueden 45 
determinarse de acuerdo con métodos bien conocidos de la técnica y pueden someterse a ensayo para su eficacia. 
Un ejemplo de una secuencia conectora entre IL-2 y una cadena pesada de anticuerpo se encuentra en las 
secuencias mostradas en, por ejemplo, SEC ID nº 209, 211, 213, etc. También pueden incluirse secuencias 
adicionales para incorporar un sitio de corte con el fin de separar los componentes individuales de la fusión si se 
desea, por ejemplo una secuencia de reconocimiento de endopeptidasa. Además, también puede sintetizarse 50 
químicamente una IL-2 mutante o proteína de fusión de la misma, utilizando métodos de síntesis de polipéptidos 
bien conocidos de la técnica (por ejemplo la síntesis en fase sólida de Merrifield). Los polipéptidos IL-2 mutantes 
pueden conjugarse químicamente con otras moléculas, por ejemplo con otro polipéptido, utilizando métodos de 
conjugación química bien conocidos. Para este propósito pueden utilizarse reactivos de entrecruzamiento 
bifuncionales tales como  reactivos de entrecruzamiento homofuncionales y heterofuncionales bien conocidos de la 55 
técnica. El tipo de reactivo de entrecruzamiento que debe utilizarse depende de la naturaleza de la molécula que 
debe acoplarse con IL-2 y podrá ser fácilmente identificada por el experto en la materia. Alternativamente, o 
adicionalmente, la IL-2 mutante y/o la molécula con la que pretende conjugarse puede derivatizarse químicamente 
de manera que las dos pueden conjugarse en una reacción separada, como también es bien conocido de la técnica.  
 60 
En determinadas realizaciones, el polipéptido IL-2 mutante se une a una o más fracciones de unión a antígeno (es 
decir, es parte de un inmunoconjugado) que comprenden por lo menos una región variable de anticuerpo capaz de 
unirse a un determinante antigénico. Las regiones variables pueden formar parte y derivarse de anticuerpos 
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naturales o no naturales y de fragmentos de los mismos. Los métodos para producir anticuerpos policlonales y 
monoclonales son bien conocidos de la técnica (ver, por ejemplo, Harlow y Lane, "Antibodies, a laboratory manual", 
Cold Spring Harbor Laboratory, 1988). Pueden construirse anticuerpos no naturales utilizando la síntesis peptídica 
en fase sólida, mediante recombinación (por ejemplo tal como se describe en la patente US nº 4.186.567) o pueden 
obtenerse mediante, por ejemplo, cribado de bibliotecas combinatoriales que comprenden cadenas pesadas 5 
variables y cadenas ligeras variables (ver, por ejemplo, la patente US nº 5.969.108, de McCafferty). Los 
inmunoconjugados, las fracciones de unión a antígeno y los métodos para producirlos también se describen en 
detalle en la solicitud de patente PCT nº WO 2011/020783. 
 
Puede unirse un anticuerpo, fragmento de anticuerpo, dominio de unión a antígeno o región variable de cualquier 10 
especie animal a un polipéptido IL-2 mutante. Los anticuerpos, fragmentos de anticuerpo, dominios de unión a 
antígeno o regiones variables no limitativos que resultan útiles en la presente invención pueden ser de origen 
murino, de primate o humano. En el caso de que el conjugado o fusión de IL-2 mutante/anticuerpo esté destinado al 
uso humano, puede utilizarse una forma quimérica del anticuerpo en la que las regiones constantes del anticuerpo 
proceden de un ser humano. También puede prepararse una forma humanizada o totalmente humana del anticuerpo  15 
según métodos bien conocidos de la técnica (ver, por ejemplo, la patente US nº 5.565.332, de Winter). La 
humanización puede conseguirse mediante diversos métodos, entre ellos: (a) injertar las CDR no humanas (por 
ejemplo del anticuerpo donante) en regiones de marco y constantes humanas (por ejemplo del anticuerpo receptor) 
con o sin conservación de los residuos de marco críticos (por ejemplo aquellos que resultan importantes para 
conservan una buena afinidad de unión a antígeno o las funciones del anticuerpo), (b) injertar únicamente las 20 
regiones determinantes de especificidad no humanas (SDR o CDR-a, los residuos críticos para la interacción de 
anticuerpo-antígeno) en regiones de marco y constantes humanas, o (c) trasplantar los dominios variables no 
humanos completos, aunque "recubriéndolos" con una sección de tipo humano mediante sustitución de los residuos 
de superficie. Los anticuerpos humanizados y los métodos de preparación de los mismos se revisan, por ejemplo, en 
Almagro y Fransson, Front. Biosci. 13:1619-1633, 2008, y se describen adicionalmente en, por ejemplo, Riechmann 25 
et al., Nature 332:323-329, 1988; Queen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:10029-10033, 1989; patentes US nº  
5.821.337, nº 7.527.791, nº 6.982.321 y nº 7.087.409; Jones et al., Nature 321:522-525, 1986; Morrison et al., Proc. 
Natl. Acad. Sci. 81:6851-6855, 1984; Morrison y Oi, Adv. Immunol. 44:65-92, 1988; Verhoeyen et al., Science 
239:1534-1536, 1988; Padlan, Molec. Immun. 31(3):169-217, 1994; Kashmiri et al., Methods 36:25-34, 2005 (que 
describe la injertación de SDR (CDR-a)); Padlan, Mol. Immunol. 28:489-498, 1991 (que describe la 30 
"resuperficialización"); Dall'Acqua et al., Methods 36:43-60, 2005 (que describe la "reorganización de FRs") y 
Osbourn et al., Methods 36:61-68, 2005, y Klimka et al., Br. J. Cancer 83:252-260, 2000 (que describe el enfoque de 
"selección guiada" a la reorganización de FRs). Pueden producirse anticuerpos humanos y regiones variables 
humanas utilizando diversos métodos conocidos de la técnica. Los anticuerpos humanos se describen de manera 
general en van Dijk y van de Winkel, Curr. Opin. Pharmacol. 5:368-74, 2001, y en Lonberg, Curr. Opin. Immunol. 35 
20:450-459, 2008. Las regiones variables humanas pueden formar parte y derivarse a partir de anticuerpos 
monoclonales humanos preparados mediante el método del hibridoma (ver, por ejemplo, Monoclonal Antibody 
Production Techniques and Applications, páginas  51 a 63 (Marcel Dekker Inc., New York, 1987). También pueden 
prepararse anticuerpos humanos y regiones variables humanas mediante la administración de un inmunógeno a un 
animal transgénico que ha sido modificado para producir anticuerpos humanos intactos o anticuerpos intactos con 40 
regiones variables humanas en respuesta al reto antigénico (ver, por ejemplo, Lonberg, Nat. Biotech. 23:1117-1125, 
2005). También pueden generarse anticuerpos humanos y regiones variables humanas mediante aislamiento de las 
secuencias de región variable de un clon de Fv seleccionadas de bibliotecas de expresión fágica derivadas de seres 
humanos (ver, por ejemplo, Hoogenboom et al., Methods in Molecular Biology 178:1-37 (O'Brien et al., editor, Human 
Press, Totowa, NJ, 2001, y McCafferty et al., Nature 348:552-554; Clackson et al., Nature 352:624-628, 1991). Los 45 
fagos típicamente expresan fragmentos de anticuerpo, en forma de fragmentos monocatenarios de Fv (scFv) o en 
forma de fragmentos Fab. Puede encontrarse una descripción detallada de la preparación de fracciones de unión a 
antígeno para inmunoconjugados mediante expresión fágica en los Ejemplos adjuntos a la solicitud de patente PCT 
nº WO 2011/020783. 
 50 
En determinadas realizaciones, las fracciones de unión a antígeno que resultan útiles en la presente invención se 
manipulan para que presenten una afinidad de unión incrementada de acuerdo con, por ejemplo, los métodos dados 
a conocer en la solicitud de patente PCT nº WO 2011/0208783 (ver los Ejemplos referentes a la maduración de la 
afinidad) o la solicitud publicada de patente US nº 2004/0132066, el contenido completo de la cual se incorpora 
como referencia en la presente memoria. La capacidad del inmunoconjugado de la invención de unirse a un 55 
determinante antigénico específico puede medirse mediante un ensayo de inmunosorción ligada a enzima (ELISA) u 
otras técnicas que resultarán familiares al experto en la materia, por ejemplo la técnica de resonancia del plasmón 
superficial (analizada en un sistema BIACORE T100) (Liljeblad et al., Glyco. J. 17:323-329, 2000) y ensayos de 
unión tradicionales (Heeley R.P., Endocr. Res. 28:217-229, 2002). Pueden utilizarse ensayos de competición para 
identificar un anticuerpo, fragmento de anticuerpo, dominio de unión a antígeno o dominio variable que compita con 60 
un anticuerpo de referencia para la unión a un antígeno particular, por ejemplo un anticuerpo que compita con el 
anticuerpo L19 para la unión al dominio B extra de la fibronectina (EDB). En determinadas realizaciones, dicho 
anticuerpo competidor se une al mismo epítopo (por ejemplo un epítopo lineal o conformacional) al que se une el 
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anticuerpo de referencia. Se proporcionan métodos ejemplares detallados para la localización de un epítopo al que 
se une un anticuerpo en Morris, "Epitope Mapping Protocols", en: Methods in Molecular Biology, vol. 66 (Humana 
Press, Totowa, NJ), 1996. En un ensayo de competición ejemplar, se incuba antígeno inmovilizado (por ejemplo 
EDB) en una solución que comprende un primer anticuerpo marcado que se une al antígeno (por ejemplo el 
anticuerpo L19) y un segundo anticuerpo no marcado que se somete a ensayo para su capacidad de competir con el 5 
primer anticuerpo para la unión al antígeno. El segundo anticuerpo puede encontrarse presente en un sobrenadante 
de hibridoma. A modo de control, se incuba antígeno inmovilizado en una solución que comprende el primer 
anticuerpo marcado pero no el segundo anticuerpo no marcado. Tras la incubación bajo condicioens permisivas de 
la unión del primer anticuerpo al antígeno, se elimina el exceso de anticuerpo no unido, y se mide la cantidad de 
marcaje asociado al marcaje inmovilizado. En el caso de que la cantidad de marcaje asociado al antígeno 10 
inmovilizado se encuentre sustancialmente reducido en la muestra de ensayo respecto a la muestra de control, este 
hecho indica que el segundo anticuerpo compite con el primer anticuerpo para la unión al antígeno. Ver Harlow y 
Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, capítulo 14 (Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY), 1988. 
 
Puede resultar deseable la modificación química adicional del mutante o inmunoconjugado de IL-2 de la invención. 15 
Por ejemplo, pueden mejorarse los problemas de inmunogenicidad y de vida media corta mediante la conjugación 
con polímeros de cadena sustancialmente lineal, tales como polietilenglicol (PEG) o polipropilenglicol (PPG) (ver, por 
ejemplo, el documento nº WO 87/00056). 
 
Los mutantes e inmunoconjugados de IL-2 preparados tal como se describe en la presente memoria pueden 20 
purificarse mediante métodos conocidos de la técnica, tales como la cromatografía líquida de alto rendimiento, la 
cromatografía de intercambio iónico, la electroforesis en gel, la cromatografía de afinidad, la cromatografía de 
exclusión por tamaño, y similares. Las condiciones reales utilizadas para purificar una proteína particular 
dependerán, en parte, de factores tales como la carga neta, hidrofobicidad, hidrofilicidad, etc., y resultarán evidentes 
para el experto en la materia. Para la purificación mediante cromatografía de afinidad, puede utilizarse un 25 
anticuerpo, ligando, receptor o antígeno al que se une el polipéptido IL-2 mutante o inmunoconjugado. Por ejemplo, 
puede utilizarse un anticuerpo que se una específicamente al polipéptido IL-2 mutante. Para la purificación mediante 
cromatografía de afinidad de los inmunoconjugados de la invención, puede utilizarse una matriz con proteína A o con 
proteína G. Por ejemplo, la cromatografía de afinidad de proteína A o G y la cromatografía de exclusión por tamaño 
realizadas en secuencia pueden utilizarse para aislar un inmunoconjugado tal como se describe en los Ejemplos. La 30 
pureza de los polipéptidos IL-2 mutantes y las proteínas de fusión de los mismos pueden determinarse mediante 
cualquiera de entre una diversidad de métodos analíticos bien conocidos, incluyendo la electroforesis en gel, la 
cromatografía líquida de alta presión, y similares. Por ejemplo, las proteínas de fusión de cadena pesada 
expresadas tal como se describe en los Ejemplos se demostró que se encontraban intactas y ensambladas 
correctamente, tal como pone de manifiesto la SDS-PAGE reductora (ver, por ejemplo, la figura 14). Se resolvieron 35 
dos bandas en aproximadamente Mr 25.000 y Mr 60.000, correspondientes a los pesos moleculares predichos de la 
cadena ligera de inmunoglobulina y la proteína de fusión de cadena pesada/IL-2. 
 
Ensayos  
 40 
Los polipéptidos IL-2 mutantes e inmunoconjugados proporcionados en la presente memoria pueden identificarse, 
cribarse o caracterizarse para sus propiedades físicoquímicas y/o actividades biológicas mediante diversos ensayos 
conocidos de la técnica.  
 
Ensayos de afinidad  45 
 
Puede generarse un heterodímero recombinante de receptor β/γ de receptor de IL-2 mediante la fusión de cada una 
de las subunidades a un monómero dominio Fc de anticuerpo modificado mediante la tecnología de botón-en-ojal 
(ver, por ejemplo, la patente US nº 5.731.168), induciendo la heterodimerización de las proteínas de fusión 
apropiadas de subunidad de receptor/Fc (ver SEC ID nº 102 y nº 103). Alternativamente, la afinidad de unión de IL-2 50 
mutantes para diferentes formas del receptor de IL-2 puede evaluarse utilizando líneas celulares que es conocido 
que expresan una u otra de dichas formas del receptor. Una realización ilustrativa y ejemplar específica para medir 
la afinidad de unión se describe a continuación y en los Ejemplos, posteriormente. Según una realización, KD se 
mide mediante resonancia de plasmón superficial utilizando un aparato BIACORE® T100 (GE Healthcare) a 25ºC 
con receptores de IL-2 inmovilizados sobre un chip CM5. Brevemente, se activan chips biosensores de dextrano 55 
carboximetilado (CM5, GE Healthcare) con hidrocloruro de N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) y N-
hidroxisuccinimida (NHS) siguiendo las instrucciones del proveedor. Se diluye receptor de IL-2 recombinante con 
acetato sódico 10 mM, pH 5,5, a una concentración de entre 0,5 y 30 µg/ml antes de la inyección a un caudal de 10 
µl/minuto para alcanzar aproximadamente 200 a 1.000 (para la subunidad α de IL-2R) o de 500 a 3.000 (para el 
heterodímero botón-en-ojal IL-2R βγ) unidades de respuesta (UR) de proteína acoplada. Tras la inyección del 60 
receptor de IL-2, se inyectó etanolamina 1 M para bloquear los grupos no reaccionados. Para las mediciones 
cinéticas, se inyectaron diluciones en serie de tres veces de polipéptido IL-2 mutante o inmunoconjugado (intervalo 
de entre ~0,3 nM y 300 nM) en HBS-EP+ (GE Healthcare, HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM, surfactante 
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P20 al 0,05%, pH 7,4) a 25ºC a un caudal de aproximadamente 30 µl/minuto. Se calcularon las tasas de asociación 
(kon) y de disociación (koff) utilizando un modelo simple de Langmuir de unión uno a uno (BIACORE® Evaluation 
Software versión 1.1.1) mediante ajuste simultáneo de los sensogramas de asociación y de disociación. Se calculó 
la constante de equilibrio de disociación (KD) como la proporción koff/kon. Ver, por ejemplo, Chen et al., J. Mol. Biol. 
293:865-881, 1999. 5 
 
La unión de los inmunoconjugados de la invención a los receptores de Fc puede determinarse fácilmente mediante, 
por ejemplo, ELISA, o mediante resonancia de plasmón superficial (SPR) utilizando instrumentos estándares, tales 
como un instrumento BIAcore (GE Healthcare) y  receptores de Fc, tales como los que pueden obtenerse mediante 
expresión recombinante. Alternativamente, la afinidad de unión de dominios Fc o inmunoconjugados que 10 
comprenden un dominio Fc para receptores de Fc puede evaluarse utilizando líneas celulares que es conocido que 
expresan receptores de Fc particulares, tales como células NK que expresan el receptor de FcγIIIa. Según una 
realización, KD se mide mediante resonancia de plasmón superficial utilizando un aparato BIACORE® T100 (GE 
Healthcare) a 25ºC con receptores de Fc inmovilizados sobre  chips CM5. Brevemente, se activan chips biosensores 
de dextrano carboximetilado (CM5, GE Healthcare) con hidrocloruro de N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida 15 
(EDC) y N-hidroxisuccinimida (NHS) siguiendo las instrucciones del proveedor. Se diluyó receptor de Fc 
recombinante con acetato sódico 10 mM, pH 5,5, hasta una concentración de entre 0,5 y 30 µg/ml antes de la 
inyección a un caudal de 10 µl/minuto para alcanzar aproximadamente 100 a 5.000 unidades de respuesta (UR) de 
proteína acoplada. Tras la inyección del receptor de Fc, se inyectó etanolamina 1 M para bloquear los grupos no 
reaccionados. Para las mediciones cinéticas, se inyectaron diluciones en serie de tres a cinco veces de 20 
inmunoconjugado (intervalo de entre ~0,01 nM y 300 nM) en HBS-EP+ (GE Healthcare, HEPES 10 mM, NaCl 150 
mM, EDTA 3 mM, surfactante P20 al 0,05%, pH 7,4) a 25ºC a un caudal de entre aproximadamente 30 y 50 
µl/minuto. Se calcularon las tasas de asociación (kon) y de disociación (koff) utilizando un modelo simple de Langmuir 
de unión uno a uno (BIACORE® T100 Evaluation Software versión 1.1.1) mediante ajuste simultáneo de los 
sensogramas de asociación y de disociación. Se calculó la constante de equilibrio de disociación (KD) como la 25 
proporción koff/kon. Ver, por ejemplo, Chen et al., J. Mol. Biol. 293:865-881, 1999. 
 
Ensayos de actividad  
 
La capacidad de una IL-2 mutante de unirse a receptores de IL-2 puede medirse indirectamente mediante ensayo de 30 
los efectos de la activación inmunológica que se producen posteriormente a la unión de receptores.  
 
En un aspecto, se proporcionan ensayos para identificar polipéptidos IL-2 mutantes que presentan actividad 
biológica. Entre las actividades biológicas se incluyen, por ejemplo, la capacidad de inducir la proliferación de las 
células T y/o NK portadoras de receptores de IL-2, la capacidad de inducir la señalización de IL-2 en células T y/o 35 
NK portadoras de receptores de IL-2, la capacidad de generar interferón (IFN)-γ como citoquina secundaria por parte 
de las células NK, una capacidad reducida de inducir la elaboración de citoquinas secundarias, particularmente IL-10 
y TNF-α por parte de células mononucleares sanguíneas periféricas (PBMC), la capacidad reducida de inducir 
apoptosis en células T, la capacidad de inducir la regresión tumoral y/o de mejorar la superviviencia, y un perfil de 
toxicidad reducido, en particular una vasopermeabilidad reducida in vivo. También se proporcionan polipéptidos IL-2 40 
mutantes que presentan dicha actividad biológica in vivo y/o in vitro. 
 
En determinadas realizaciones, se somete a ensayo un polipéptido IL-2 mutante de la invención para dicha actividad 
biológica. Una diversidad de métodos son bien conocidos de la técnica para determinar las actividades biológicas de 
IL-2 y también se dan a conocer los detalles de muchos de estos métodos en los Ejemplos adjuntos en la presente 45 
memoria. Los Ejemplos proporcionan un ensayo adecuado para someter a ensayo IL-2 mutantes de la invención 
para su capacidad de generar IFN-γ por parte de células NK. Las células NK en cultivo se incuban con el polipéptido 
IL-2 mutante o inmunoconjugados de la invención y posteriormente se mide mediante ELISA la concentración de 
IFN-γ en el medio de cultivo. 
 50 
La señalización inducida por IL-2 induce varias rutas de señalización e implica moléculas de señalización JAK 
(quinasa Janus) y STAT (transductor de señales y activador de la transcripción). La interacción de IL-2 con las 
subunidades β y γ de receptores conduce a la fosforilación del receptor y de JAK1 y JAK3, los cuales se encuentran 
asociados a las subunidades β y γ, respectivamente. A continuación, se asocia STAT5 con el receptor fosforilado y 
él mismo se encuentra fosforilado en un residuo tirosina crucial. Lo anterior resulta en la disociación de STAT5 del 55 
receptor, en la dimerización de STAT5 y en la traslocación de los dímeros de STAT5 al núcleo, en donde promueven 
la transcripción de genes diana. De esta manera, la capacidad de los polipéptidos IL-2 mutantes de inducir la 
señalización a través del receptor de IL-2 puede evaluarse, por ejemplo midiendo la fosforilación de STAT5. Se dan 
a conocer detalles de dicho método en los Ejemplos. Las PBMC se tratan con polipéptidos IL-2 mutantes o 
inmunoconjugados de la invención y se determinan los niveles de STAT5 fosforilado mediante citometría de flujo. 60 
 
La proliferación de las células T o de las células NK en respuesta a IL-2 puede medirse mediante incubación de las 
células T o de las células NK aisladas a partir de sangre con polipéptidos IL-2 mutantes o inmunoconjugados de la 
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invención, seguido de la determinación del contenido de ATP en lisados de las células tratadas. Antes del 
tratamiento, las células T pueden preestimularse con fitohemaglutinina (PHA-M). Este ensayo, descrito en los 
Ejemplos, permite la cuantificación precisa del número de células viables; sin embargo, existen numerosos ensayos 
alternativos adecuados conocidos de la técnica (por ejemplo el ensayo de incorporación de [3H]-timidina, ensayos 
CellTiter-Glo de ATP, ensayo con azul de Alamar, ensayo con WST-1 ó ensayo con MTT). 5 
 
También se proporciona en los ejemplos un ensayo para la determinación de la apoptosis de las células T y la AICD, 
en donde se trataron células T con un anticuerpo inductor de apoptosis tras la incubación con los polipéptidos IL-2 
mutantes o inmunoconjugados de la invención y las células apoptóticas se cuantificaron mediante detección de 
citometría de flujo de la exposición a fosfatidilserina/anexina. Son conocidos de la técnica otros ensayos. 10 
 
Los efectos de la IL-2 mutante sobre el crecimiento y supervivencia tumorales pueden evaluarse en una diversidad 
de modelos tumorales animales conocidos de la técnica. Por ejemplo, pueden implantarse xenoinjertos de líneas 
celulares cancerosas humanas en ratones inmunodeficientes, y tratarse con polipéptidos IL-2 mutantes o 
inmunoconjugados de la invención, tal como se describe en los Ejemplos. 15 
 
La toxicidad de los polipéptidos IL-2 mutantes e inmunoconjugados de la invención in vivo puede determinarse 
basándose en la mortalidad, observaciones durante la vida (síntomas visibles de efectos adversos, por ejemplo el 
comportamiento, peso y temperatura corporales) y la patología clínica y anatómica (por ejemplo mediciones de los 
valores químicos de la sangre y/o análisis histopatológicos). 20 
 
La vasopermeabilidad inducida por el tratamiento con IL-2 puede examinarse en un modelo animal de 
vasopermeabilidad pretratamiento. En general, el mutante o inmunoconjugado de IL-2 de la invención se administra 
en un animal adecuado, por ejemplo un ratón, y posteriormente el animal recibe una inyección de una molécula 
informadora de fuga vascular cuya diseminación a partir de los vasos refleja el grado de permeabilidad vascular. La 25 
molécula informadora de fuga vascular preferentemente es suficientemente grande para revelar la permeabilidad 
con la forma de tipo salvaje de IL-2 utilizada para el pretratamiento. Un ejemplo de una molécula informadora de 
fuga vascular puede ser una proteína sérica, tal como albúmina o una inmunoglobulina. La molécula informadora de 
fuga vascular preferentemente se marca detectablemente, tal como con un isótopo radioactivo, con el fin de facilitar 
la determinación cuantitativa de la distribución de la molécula en los tejidos. La permeabilidad vascular puede 30 
medirse para vasos presentes en cualquiera de entre una diversidad de órganos corporales internos, tales como 
hígado, pulmón y similares, así como en un tumor, incluyendo un tumor que ha sido xenoinjertado. El pulmón es un 
órgano preferente para medir la vasopermeabilidad de las IL-2 mutantes de longitud completa. 
 
Composiciones, formulaciones y vías de administración  35 
 
En un aspecto adicional, la invención proporciona formulaciones farmacéuticas que comprenden cualquiera de los 
polipéptidos IL-2 mutantes o inmunoconjugados proporcionados en la presente memoria, por ejemplo para la 
utilización en cualquiera de los métodos terapéuticos indicados posteriormente. En una realización, una composición 
farmacéutica comprende cualquiera de los polipéptidos IL-2 mutantes o inmunoconjugados proporcionados en la 40 
presente memoria y un portador farmacéuticamente aceptable. En otra realización, una composición farmacéutica 
comprende cualquiera de los polipéptidos IL-2 mutantes o inmunoconjugados proporcionadas en la presente 
memoria y por lo menos un agente terapéutico adicional, por ejemplo tal como se indica posteriormente. 
 
Se proporciona además un método para producir un polipéptido IL-2 mutante o un inmunoconjugado de la invención 45 
en una forma adecuada para la administración in vivo, comprendiendo el método: (a) obtener un polipéptido IL-2 
mutante o inmunoconjugado según la invención, y (b) formular el polipéptido IL-2 mutante o inmunoconjugado con 
por lo menos un portador farmacéuticamente aceptable, en el que una preparación de polipéptido IL-2 mutante o 
inmunoconjugado se formula para la administración in vivo. 
 50 
Las composiciones farmacéuticas de la presente invención comprenden una cantidad terapéuticamente efectiva de 
uno o más polipéptidos IL-2 mutantes o inmunoconjugados disuelta o dispersada en un portador farmacéuticamente 
aceptable. La expresión "farmacéutica o farmacológicamente aceptable" se refiere a entidades moleculares y 
composiciones que generalmente no resultan tóxicas para los receptores a las dosis y concentraciones utilizadas, es 
decir, no producen una reacción adversa, alérgica u otra reacción no deseable al administrarse en un animal, tal 55 
como, por ejemplo, un ser humano, según resulte apropiado. La preparación de una composición farmacéutica que 
contiene por lo menos un polipéptido IL-2 mutante o inmunoconjugado y opcionalmente un ingrediente activo 
adicional será conocida para el experto en la materia a la luz de la presente exposición, tal como se ejemplifica en 
Remington's Pharmaceutical Sciences, 18a edición, Mack Printing Company, 1990, incorporada en la presente 
memoria como referencia. Además, para la administración animal (por ejemplo humana), se entenderá que las 60 
preparaciones deben cumplir los estándares de esterilidad, pirogenicidad, seguridad general y pureza requeridas por 
la oficina de estándares biológicos de la FDA o las autoridades correspondientes en otros países. Las 
composiciones preferentes son formulaciones liofilizadas o soluciones acuosas. Se describen composiciones de IL-2 
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ejemplares en las patentes US nº  4.604.377 y nº 4.766.106. Tal como se utiliza en la presente memoria, la 
expresión "portador farmacéuticamente aceptable2 incluye cualquiera y todos los solventes, tampones, medios de 
dispersión, recubrimientos, surfactantes, antioxidantes, conservantes (por ejemplo agentes antibacterianos, agentes 
antifúngicos), agentes isotónicos, agentes retardantes de la absorción, sales, conservantes, antioxidantes, proteínas, 
fármacos, estabilizadores de fármacos, polímeros, geles, ligantes, excipientes, agentes de desintegración, 5 
lubricantes, agentes edulcorantes, agentes saborizantes, pigmentos, y materiales similares y combinaciones de los 
mismos que resultarán conocidos por el experto ordinario en la materia (ver, por ejemplo, Remington's 
Pharmaceutical Sciences, 18a edición, Mack Printing Company, 1990, páginas 1289 a 1329, incorporada en la 
presente memoria como referencia). Salvo en la medida en que cualquier portador convencional sea incompatible 
con el ingrediente activo, se encuentra contemplada su utilización en las composiciones terapéuticas o 10 
farmacéuticas. 
 
La composición puede comprender diferentes tipos de portador dependiendo de si debe administrarse en forma 
sólida, líquida o de aerosol, y de si necesita ser estéril para vías de administración tales como la inyección. Los 
polipéptidos IL-2 mutantes o inmunoconjugados de la presente invención (y cualquier agente terapéutico adicional) 15 
pueden administrarse por vía intravenosa, intradérmica, intraarterial, intraperitoneal, intralesional, intracraneal, 
intraarticular, intraprostática, intraesplénica, intrarrenal, intrapleural, intratraqueal, intranasal, intravítrea, intravaginal, 
intrarrectal, intratumoral, intramuscular, intraperitoneal, subcutánea, subconjuntival, intravesicular, mucosl, 
intrapericárdica, intraumbilical, intraocular, oral, típica, local, mediante inhalación (por ejemplo inhalación de aerosol), 
inyección, infusión, infusión continua, perfusión localizada bañando las células directamente, mediante un catéter, 20 
mediante un lavado, en cremas, en composiciones lipídicas (por ejemplo liposomas) o mediante otro método o 
cualquier combinación de los anteriores, tal como será conocido por el experto ordinario en la materia (ver, por 
ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 18a edición, Mack Printing Company, 1990, incorporada como 
referencia en la presente memoria). La administración parenteral, en particular la inyección intravenosa, se utiliza 
más comúnmente para administrar moléculas de polipéptido tales como los polipéptidos IL-2 mutantes e 25 
inmunoconjugados de la invención. 
 
Entre las composiciones parenterales se incluyen aquéllas diseñadas para la administración mediante inyección, por 
ejemplo subcutánea, intradérmica, intralesional, intravenosa, intraarterial, intramuscular, intratecal o intraperitoneal. 
Para la inyección, los polipéptidos IL-2 mutantes e inmunoconjugados de la invención pueden formularse en 30 
soluciones acuosas, preferentemente en tampones fisiológicamente compatibles, tales como solución de Hank, 
solución de Ringer o tampón de solución salina fisiológica. La solución puede contener agentes de formulación, tales 
como agentes de suspensión, estabilizadores y/o dispersantes. Alternativamente, los polipéptidos IL-2 mutantes e 
inmunoconjugados pueden encontrarse en forma de polvos para la constitución con un vehículo adecuado, por 
ejemplo agua estéril libre de pirógenos, antes de la utilización. Las soluciones inyectables estériles se preparan 35 
mediante la incorporación de los polipéptidos IL-2 o inmunoconjugados de la invención en la cantidad necesaria en 
el solvente apropiado con algunos de los demás ingredientes indicados posteriormente, según resulte necesario. La 
esterilidad puede conseguirse fácilmente mediante, por ejemplo, filtración a través de membranas de filtración 
estéril. Generalmente, las dispersiones se preparan mediante la incorporación de los diversos ingredientes activos 
esterilizados en un vehículo estéril que contiene el medio de dispersión básico y/o los demás ingredientes. En el 40 
caso de polvos estériles para la preparación de soluciones, suspensiones o emulsiones inyectables estériles, los 
métodos preferentes de preparación son las técnicas de secado al vacío o de secado por congelación, que 
proporcionan unos polvos del ingrediente activo más cualquier ingrediente deseado adicional a partir de un medio 
líquido previamente esterilizado mediante filtración del mismo. El medio líquido debe tamponarse convenientemente, 
si resulta necesario, y el diluyente líquido en primer lugar debe hacerse isotónica antes de la inyección, con 45 
suficiente solución salina o glucosa. La composición debe ser estable bajo las condiciones de preparación y 
almacenamiento, y de esta manera conservarse frente a la acción contaminante de microorganismos, tales como 
bacterias y hongos. Se apreciará que la contaminación por endotoxinas debe mantenerse como mínimo a un nivel 
seguro, por ejemplo a menos de 0,5 ng/mg de proteína. Entre los portadores farmacéuticamente aceptables 
adecuados se incluyen, aunque sin limitación: tampones tales como fosfato, citrato y otros ácidos orgánicos; 50 
antioxidantes, incluyendo ácido ascórbico y metionina; conservantes (tales como cloruro de octadecildimetilbencil-
amonio, cloruro de hexametonio, cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio, fenol, alcohol butílico o bencílico; 
alquilparabenes tales como metilparabén o propilparabén, catecol, resorcinol, ciclohexanol, 3-pentanol y m-cresol); 
polipéptidos de bajo peso molecular (inferior a aproximadamente 10 residuos); proteínas, tales como albúmina 
sérica, gelatina, o inmunoglobulinas; polímeros hidrofílicos, tales como polivinilpirrolidona; aminoácidos, tales como 55 
glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina, o lisina; monosacáridos, disacáridos, y otros carbohidratos, 
incluyendo glucosa, manosa, o dextrinas; agentes quelantes, tales como EDTA; azúcares, tales como sacarosa, 
manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones formadores de sales, tales como sodio; complejos metálicos (por ejemplo 
complejos de Zn-proteína) y/o surfactantes no iónicos, tales como polietilenglicol (PEG). Las suspensiones acuosas 
para inyección pueden contener compuestos que incrementen la viscosidad de la suspensión, tales como 60 
carboximetilcelulosa sódica, sorbitol, dextrano o similares. Opcionalmente, la suspensión también puede contener 
estabilizadores o agentes adecuados que incrementen la solubilidad de los compuestos, permitiendo la preparación 
de soluciones altamente concentradas. Además, pueden prepararse suspensiones de los compuestos activos en 
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forma de suspensiones aceitosas para inyección apropiadas. Entre los vehículos o solventes lipofílicos adecuados 
se incluyen aceites grasos, tales como aceite de sésamo o ésteres sintéticos de ácidos grasos, tales como 
ramificaciones de etilo o triglicéridos, o liposomas. 
 
Los ingredientes activos también pueden encapsularse en microcápsulas preparadas mediante, por ejemplo, 5 
técnicas de coacervado o mediante polimerización interfacial, por ejemplo microcápsulas de hidroximetilcelulosa o  
gelatina y  poli(metilmetacrilato), respectivamente, en sistemas de administración coloidales de administración 
farmacológica (por ejemplo liposomas, microesferas de albúmina, microemulsiones, nanopartículas y nanocápsulas) 
o en macroemulsiones. Dichas técnicas se dan a conocer en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18a edición, 
Mack Printing Company, 1990. Pueden prepararse preparaciones de liberación sostenida. Entre los ejemplos 10 
adecuados de preparaciones de liberación sostenida se incluyen matrices semipermeables de polímeros 
hidrofóbicos sólidos que contienen el polipéptido, encontrándose dichas matrices en forma de artículos conformados, 
por ejemplo películas o microcápsulas. En realizaciones particulares, puede inducirse la absorción prolongada de 
una composición inyectable mediante la utilización en las composiciones de agentes retardantes de la absorción, 
tales como, por ejemplo, monoestearato de aluminio, gelatina o combinaciones de los mismos.  15 
 
Además de las composiciones indicadas anteriormente, los inmunoconjugados también pueden formularse en forma 
de una preparación de depósito. Dichas formulaciones de acción prolongada pueden administrarse mediante 
implantación (por ejemplo subcutánea o intramuscular) o mediante inyección intramuscular. De esta manera, por 
ejemplo, los polipéptidos IL-2 mutantes e inmunoconjugados pueden formularse con materiales poliméricos o 20 
hidrofóbicos adecuados (por ejemplo en forma de una emulsión en un aceite aceptable) o resinas de intercambio 
iónico, o como derivados poco solubles, por ejemplo una sal poco soluble. 
 
Las composiciones farmacéuticas que comprenden los polipéptidos IL-2 mutantes e inmunoconjugados de la 
invención pueden prepararse mediante procedimientos convencionales de mezcla, disolución, emulsificación, 25 
encapsulado, atrapamiento o liofilizado. Las composiciones farmacéuticas pueden formularse de modo convencional 
utilizando uno o más portadores, diluyentes, excipientes o auxiliares fisiológicamente aceptables que facilitan el 
procesamiento de las proteínas en preparaciones que pueden utilizarse farmacéuticamente. La formulación correcta 
depende de la vía de administración elegida. 
 30 
Los polipéptidos IL-2 mutantes e inmunoconjugados pueden formularse en una composición en un ácido o base 
libre, en forma neutra o de sal. Las sales farmacéuticamente aceptables son sales que conservan sustancialmente la 
actividad biológica del ácido o base libre. Entre ellas se incluyen las sales de adición de ácido, por ejemplo aquéllas 
formadas con los grupos amino libres de una composición proteica, o que se forman con ácidos inorgánicos, tales 
como, por ejemplo, los ácidos hidroclórico o fosfórico, o ácidos orgánicos tales como los ácidos acético, oxálico, 35 
tartárico o mandélico. Las sales formadas con los grupos carboxilo libres también pueden derivarse a partir de bases 
inorgánicas, tales como, por ejemplo, hidróxidos de sodio, potasio, amonio, calcio o hierro, o bases orgánicas tales 
como isopropilamina, trimetilamina, histidina o procaína. Las sales farmacéuticas tienden a ser más solubles en 
solventes acuosos y otros solventes próticos que las formas de base libre correspondientes. 
 40 
Métodos y composiciones terapéuticos  
 
Puede utilizarse en métodos terapéuticos cualquiera de los polipéptidos IL-2 mutantes e inmunoconjugados 
proporcionados en la presente memoria. Los polipéptidos IL-2 mutantes e inmunoconjugados de la invención pueden 
utilizarse en forma de agentes inmunoterapéuticos, por ejemplo en el tratamiento de cánceres. 45 
 
Para la utilización en métodos terapéuticos, los polipéptidos IL-2 mutantes e inmunoconjugados de la invención se 
formulan, dosifican y administran de un modo consistente con la buena práctica médica. Entre los factores para la 
consideración en el presente contexto se incluyen el trastorno particular bajo tratamiento, el mamífero particular bajo 
tratamiento, la condición clínica del paciente individual, la causa del trastorno, el sitio de administración del agente, 50 
el método de administración, la programación de la administración y otros factores conocidos por los profesionales 
médicos.   
 
Los polipéptidos IL-2 mutantes e inmunoconjugados de la invención resultan útiles en el tratamiento de estados de 
enfermedad en los que la estimulación del sistema inmunológico del huésped resulta beneficioso, en particular 55 
condiciones en las que resulta deseable una respuesta inmunológica celular incrementada. Entre ellas pueden 
incluirse estados de enfermedad en los que la respuesta inmunológica del huésped resulta insuficiente o deficiente. 
Los estados de enfermedad para los que pueden administrarse polipéptidos IL-2 mutantes o inmunoconjugados de 
la invención comprenden, por ejemplo, un tumor o infección en el que una respuesta inmunológica celular sería un 
mecanismo crítico para la inmunidad específica. Entre los estados de enfermedad específicos para los que pueden 60 
utilizarse las IL-2 mutantes de la presente invención se incluyen el cáncer, específicamente el carcinoma de células 
renales o el melanoma, la deficiencia inmunológica, específicamente en pacientes VIH-positivos, los pacientes 
inmunosuprimidos, la infección crónica y similares. Los polipéptidos IL-2 mutantes o inmunoconjugados de la 
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invención pueden administrarse per se o en cualquier composición farmacéutica adecuada. 
 
En un aspecto, se proporcionan polipéptidos IL-2 mutantes e inmunoconjugados de la invención para la utilización 
como medicamento. En aspectos adicionales, se proporcionan polipéptidos IL-2 mutantes e inmunoconjugados de la 
invención para la utilización en el tratamiento de una enfermedad. En determinadas realizaciones, se proporcionan 5 
polipéptidos IL-2 mutantes e inmunoconjugados de la invención para la utilización en un método de tratamiento. En 
una realización, la invención proporciona un polipéptido IL-2 mutante o un inmunoconjugado tal como se indica en la 
presente memoria para la utilización en el tratamiento de una enfermedad en un individuo que necesita del mismo. 
En determinadas realizaciones, la invención proporciona un polipéptido IL-2 mutante o un inmunoconjugado para la 
utilización en un método de tratamiento de un individuo que presenta una enfermedad, comprendiendo la 10 
administración en el individuo de una cantidad terapéuticamente efectiva del polipéptido IL-2 mutante o del 
inmunoconjugado. En determinadas realizaciones, la enfermedad que debe tratarse es un trastorno proliferativo. En 
una realización preferente, la enfermedad es cáncer. En determinadas realizaciones, el método comprende además 
la administración en el individuo de una cantidad terapéuticamente efectiva de por lo menos un agente terapéutico 
adicional, por ejemplo un agente anticáncer en el caso de que la enfermedad que debe tratarse sea cáncer. En 15 
realizaciones adicionales, la invención proporciona un polipéptido IL-2 mutante o un inmunoconjugado para la 
utilización en la estimulación del sistema inmunológico. En determinadas realizaciones, la invención proporciona un 
polipéptido IL-2 mutante o un inmunoconjugado para la utilización en un método de estimulación del sistema 
inmunológico en un individuo, comprendiendo la administración en el individuo de una cantidad efectiva del 
polipéptido IL-2 mutante o del inmunoconjugado con el fin de estimular el sistema inmunológico. Un  "individuo" 20 
según cualquiera de las realizaciones anteriores es un mamífero, particularmente un ser humano. La expresión 
"estimulación del sistema inmunológico" según cualquiera de las realizaciones anteriores puede incluir uno o más 
cualesquiera de entre un incremento general de la función inmunológica, un incremento de la actividad de las células 
T, un incremento de la actividad de las células B, una restauración de la función linfocitaria, un incremento de la 
expresión de los receptores de IL-2, un incremento de la capacidad de respuesta de las células T, un incremento de 25 
la actividad de las células asesinas naturales o de la actividad de las células asesinas activadas por linfoquinas 
(LAK), y similares. 
 
En un aspecto adicional, la invención proporciona la utilización de un polipéptido IL-2 mutante o de un 
inmunoconjugado de la invención en la fabricación o preparación de un medicamento destinado al tratamiento de 30 
una enfermedad en un individuo que necesita del mismo. En una realización, el medicamento está destinado a la 
utilización en un método de tratamiento de una enfermedad, que comprende administrar en un individuo que 
presenta la enfermedad, una cantidad terapéuticamente efectiva del medicamento. En determinadas realizaciones, 
la enfermedad que debe tratarse es un trastorno proliferativo. En una realización preferente, la enfermedad es 
cáncer. En una de dichas realizaciones, el método comprende además la administración en el individuo de una 35 
cantidad terapéuticamente efectiva de por lo menos un agente terapéutico adicional, por ejemplo un agente 
anticáncer en el caso de que la enfermedad que debe tratarse sea cáncer. En una realización adicional, el 
medicamento está destinado a estimular el funcionamiento del sistema inmunológico En una realización adicional, el 
medicamento está destinado a la utilización en un método de estimulación del sistema inmunológico en un individuo, 
comprendiendo la administración en el individuo de una cantidad del medicamento efectiva para estimular el 40 
funcionamiento del sistema inmunológico. Un  "individuo" según cualquiera de las realizaciones anteriores puede ser 
un mamífero, particularmente un ser humano. La expresión "estimulación del sistema inmunológico" según 
cualquiera de las realizaciones anteriores puede incluir uno o más cualesquiera de entre un incremento general de la 
función inmunológica, un incremento de la actividad de las células T, un incremento de la actividad de las células B, 
una restauración de la función linfocitaria, un incremento de la expresión de los receptores de IL-2, un incremento de 45 
la capacidad de respuesta de las células T, un incremento de la actividad de las células asesinas naturales o de la 
actividad de las células asesinas activadas por linfoquinas (LAK), y similares. 
 
En un aspecto adicional, la invención proporciona un método para tratar una enfermedad en un individuo, 
comprendiendo la administración en dicho individuo de una cantidad terapéuticamente efectiva de un polipéptido IL-50 
2 mutante o un inmunoconjugado de la invención. En una realización se administra una composición en dicho 
individuo, comprendiendo el polipéptido IL-2 mutante o el inmunoconjugado de la invención en una forma 
farmacéuticamente aceptable. En determinadas realizaciones, la enfermedad que debe tratarse es un trastorno 
proliferativo. En una realización preferente, la enfermedad es cáncer. En determinadas realizaciones, el método 
comprende además la administración en el individuo de una cantidad terapéuticamente efectiva de por lo menos un 55 
agente terapéutico adicional, por ejemplo un agente anticáncer en el caso de que la enfermedad que debe tratarse 
sea cáncer. En un aspecto adicional, la invención proporciona un método para estimular el sistema inmunológico en 
un individuo, comprendiendo la administración en dicho individuo de una cantidad efectiva de un polipéptido IL-2 
mutante o de un inmunoconjugado con el fin de estimular el sistema inmunológico. Un  "individuo" según cualquiera 
de las realizaciones anteriores puede ser un mamífero, particularmente un ser humano. La expresión "estimulación 60 
del sistema inmunológico" según cualquiera de las realizaciones anteriores puede incluir uno o más cualesquiera de 
entre un incremento general de la función inmunológica, un incremento de la actividad de las células T, un 
incremento de la actividad de las células B, una restauración de la función linfocitaria, un incremento de la expresión 
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de los receptores de IL-2, un incremento de la capacidad de respuesta de las células T, un incremento de la 
actividad de las células asesinas naturales o de la actividad de las células asesinas activadas por linfoquinas (LAK), 
y similares. 
 
Se entiende que puede llevarse a cabo cualquiera de los métodos terapéuticos anteriormente indicados utilizando un 5 
inmunoconjugado de la invención en lugar de un polipéptido IL-2 mutante o además del mismo. 
 
En determinadas realizaciones, la enfermedad que debe tratarse es un trastorno proliferativo, preferentemente 
cáncer. Entre los ejemplos no limitativos de cánceres se incluyen cáncer de vejiga, cáncer cerebral, cáncer de 
cabeza y cuello, cáncer pancreático, cáncer pulmonar, cáncer de mama, cáncer ovárico, cáncer uterino, cáncer 10 
cervical, cáncer endometrial, cáncer esofágico, cáncer de colon, cáncer colorrectal, cáncer rectal, cáncer gástrico, 
cáncer de próstata, leucemia, cáncer de piel, carcinoma de células escamosas, cáncer óseo y cáncer renal. Entre 
otros trastornos de la proliferación celular que pueden tratarse utilizando un polipéptido IL-2 mutante o un 
inmunoconjugado de la presente invención se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, neoplasmas localizados en: 
abdomen, huesos, mamas, sistema digestivo, hígado, páncreas, peritoneo, glándulas endocrinas (adrenal, 15 
paratiroides, pituitaria, testículos, ovario, timo, tiroides), ojo, cabeza y cuello, sistema nervioso (central y periférico), 
sistema linfático, pelvis, piel, tejidos blandos, bazo, región torácica y sistema urogenital. También se encuentran 
incluidas las condiciones o lesiones precancerosas y las metástasis de cáncer. En determinadas realizaciones, el 
cáncer se selecciona de entre el grupo que consiste de cáncer de células renales, cáncer de piel, cáncer pulmonar, 
cáncer colorrectal, cáncer de mama, cáncer cerebral y cáncer de cabeza y cuello. De manera similar, otros 20 
trastornos de la proliferación celular también pueden tratarse con los polipéptidos IL2 mutantes e inmunoconjugados 
de la presente invención. Entre los ejemplos de dichos trastornos de la proliferación celular se incluyen, aunque sin 
limitación: hipergammaglobulinemia, trastornos linfoproliferativos, paraproteinemias, púrpura, sarcoidosis, síndrome 
de Sézary, macroglobulinemia de Waldenström, enfermedad de Gaucher, histiocitosis y cualquier otra enfermedad 
de proliferación celular, aparte de neoplasias, localizadas en un sistema orgánico de los indicados anteriormente. En 25 
otra realización, la enfermedad se relaciona con la autoinmunidad, el rechazo del trasplante, las respuestas 
inmunológicas post-traumáticas y las enfermedades infecciosas (por ejemplo por VIH). Más concretamente, los 
polipéptidos IL-2 mutantes e inmunoconjugados pueden utilizarse para eliminar las células implicadas en trastornos 
inmunológicos mediados por células, incluyendo el linfoma; la autoinmunidad, el rechazo del trasplante, la 
enfermedad del injerto contra el huésped, la isquemia y el ictus. El experto en la materia reconocerá fácilmente que 30 
en muchos casos los polipéptidos IL-2 mutantes o inmunoconjugados pueden no proporcionar una curación sino 
únicamente un beneficio parcial. En algunas realizaciones, también se considera terapéuticamente beneficioso un 
cambio fisiológico que presente algún beneficio. De esta manera, en algunas realizaciones, una cantidad de 
polipéptido IL-2 mutante o inmunoconjugado que proporcione un cambio fisiológico se considera una "cantidad 
eficaz" o una "cantidad terapéuticamente eficaz". El sujeto, paciente o individuo que necesita tratamiento típicamente 35 
es un mamífero, más concretamente un ser humano. 
 
Los inmunoconjugados indicados en la presente memoria también resultan útiles como reactivos diagnósticos. La 
unión de un inmunoconjugado a un determinante antigénico puede detectarse fácilmente mediante la utilización de 
un anticuerpo secundario específico para el polipéptido IL-2.  En una realización, el anticuerpo secundario y el 40 
inmunoconjugado facilitan la detección de la unión del inmunoconjugado a un determinante antigénico situado sobre 
una superficie celular o de tejido.  
 
En algunas realizaciones, se administra en una célula una cantidad efectiva de los polipéptidos IL-2 mutantes o 
inmunoconjugados indicados en la presente memoria.  En otras realizaciones, se administra en un individuo para el 45 
tratamiento de una enfermedad una cantidad terapéuticamente eficaz de los polipéptidos IL-2 mutantes o 
inmunoconjugados de la invención.  
 
Para la prevención o tratamiento de una enfermedad, la dosis apropiada de un polipéptido IL-2 mutante o 
inmunoconjugado de la invención (en el caso de que se utilice solo o en combinación con uno o más agentes 50 
terapéuticos adicionales) dependerá del tipo de enfermedad que debe tratarse, de la vía de administración, del peso 
corporal del paciente, del tipo de polipéptido (por ejemplo IL-2 no conjugada o inmunoconjugado), de la severidad y 
curso de la enfermedad, de si el anticuerpo se administra con fines preventivos o terapéuticos, de las intervenciones 
terapéuticas concurrentes o previas, del historial clínico del paciente y de la respuesta al polipéptido IL-2 mutante o 
inmunoconjugado y del criterio del médico responsable. El practicante responsable de la administración podrá, en 55 
cualquier caso, determinar la concentración de ingrediente o ingredientes activos en una composición y la dosis o las 
dosis apropiadas para el sujeto individual. En la presente memoria se encuentran contemplados diversos programas 
de dosificación, incluyendo, aunque sin limitarse a ellas, la administración individual o múltiple en diversos puntos 
temporales, la administración de bolo y la infusión de pulsos. 
 60 
Una única administración de IL-2 no conjugado puede encontrarse comprendida entre aproximadamente 50.000 
IU/kg y aproximadamente 1.000.000 IU/kg,  más típicamente aproximadamente 600.000 IU/kg de IL-2. Esta 
administración puede repetirse varias veces al día (por ejemplo 2-3x), durante varios días (por ejemplo entre 
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aproximadamente 3 y 5 días consecutivos) y después puede repetirse una o más veces tras un periodo de reposo 
(por ejemplo entre aproximadamente 7 y 14 días). De esta manera, una cantidad terapéuticamente efectiva puede 
comprender únicamente una sola administración o muchas administraciones durante un periodo de tiempo (por 
ejemplo entre aproximadamente 20 y 30 administraciones individuales de aproximadamente 600.000 IU/kg de IL-2 
cada una administradas durante un periodo aproximado de entre 10 y 20 días). En el caso de que se administre en 5 
forma de inmunoconjugado, una cantidad terapéuticamente efectiva del polipéptido IL-2 mutante puede ser inferior 
que la del polipéptido IL-2 mutante no conjugado. 
 
De manera similar, el inmunoconjugado se administra convenientemente en el paciente de una vez o en una serie 
de tratamientos. Dependiendo del tipo y severidad de la enfermedad, aproximadamente 1 µg/kg a 15 mg/kg (por 10 
ejemplo 0,1 mg/kg a 10 mg/kg) de inmunoconjugado puede ser una posible dosis inicial para la administración en el 
paciente, por ejemplo en una o más administraciones separadas o mediante infusión continua. Una dosis diaria 
típica puede encontrarse comprendida entre aproximadamente 1 µg/kg y 100 mg/kg o más, dependiendo de los 
factores indicados anteriormente. Para las administraciones repetidas a lo largo de varios días o más, dependiendo 
de la condición, el tratamiento generalmente se prolonga hasta que se produce la supresión deseada de los 15 
síntomas de la enfermedad. Una dosis ejemplar del inmunoconjugado se encontraría comprendida en el intervalo de 
entre aproximadamente 0,005 mg/kg y aproximadamente 10 mg/kg. En otros ejemplos no limitativos, una dosis 
también puede comprender entre aproximadamente 1 microgramo/kg/peso corporal, aproximadamente 5 
microgramo/kg/peso corporal, aproximadamente 10 microgramo/kg/peso corporal, aproximadamente 50 
microgramo/kg/peso corporal, aproximadamente 100 microgramo/kg/peso corporal, aproximadamente 200 20 
microgramo/kg/peso corporal, aproximadamente 350 microgramo/kg/peso corporal, aproximadamente 500 
microgramo/kg/peso corporal, aproximadamente 1 miligramo/kg de peso corporal, aproximadamente 5 miligramo/kg 
de peso corporal, aproximadamente 10 miligramo/kg de peso corporal, aproximadamente 50 miligramo/kg de peso 
corporal, aproximadamente 100 miligramo/kg de peso corporal, aproximadamente 200 miligramo/kg de peso 
corporal, aproximadamente 350 miligramo/kg de peso corporal, aproximadamente 500 miligramo/kg de peso 25 
corporal y aproximadamente 1.000 mg/kg de peso corporal o más en cada administración, y cualquier intervalo 
derivable a partir de los mismos. En ejemplo no limitativos de un intervalo derivable a partir de los números indicados 
en la presente memoria, puede administrarse un intervalo de entre aproximadamente 5 mg/kg de peso corporal y 
aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal, de entre aproximadamente 5 mg/kg de peso corporal y 
aproximadamente 500 mg/kg de peso corporal, etc., basándose en los números indicados anteriormente. De esta 30 
manera, pueden administrarse en el paciente una o más dosis de aproximadamente 0,5 mg/kg, 2,0 mg/kg, 5,0 mg/kg 
ó 10 mg/kg (o cualquier combinación de las mismas). Dichas dosis pueden administrarse intermitentemente, por 
ejemplo cada semana o cada tres semanas (por ejemplo de manera que el paciente reciba entre aproximadamente 
dos y aproximadamente veinte, o por ejemplo aproximadamente seis dosis del inmunoconjugado). También puede 
administrarse una dosis inicial de carga más elevada, seguido de una o más dosis más bajas. Sin embargo, otros 35 
regímenes de dosificación pueden resultar útiles. Se realiza fácilmente un seguimiento del progreso de dicha terapia 
mediante técnicas y ensayos convencionales. 
 
Los polipéptidos IL-2 mutantes e inmunoconjugados de la invención generalmente se utilizan en una cantidad 
efectiva para conseguir el propósito pretendido. Para la utilización en el tratamiento o prevención de una condición 40 
de enfermedad, los polipéptidos IL-2 mutantes e inmunoconjugados de la invención, o composiciones farmacéuticas 
de los mismos, se administran o se aplican en una cantidad terapéuticamente efectiva. La determinación de una 
cantidad terapéuticamente efectiva se encuentra perfectamente comprendida dentro de los conocimientos del 
experto en la materia, especialmente a la luz de la exposición detallada proporcionada en la presente memoria. 
 45 
Para la administración sistémica, puede estimarse inicialmente una dosis terapéuticamente efectiva a partir de 
ensayos in vitro, tales como los ensayos de cultivo celular. A continuación, puede formularse una dosis en modelos 
animales para alcanzar un intervalo de concentraciones circulantes que incluye la IC50 según determinación en 
cultivo celular. Dicha información puede utilizarse para determinar con mayor exactitud las dosis útiles en el ser 
humano. 50 
 
Las dosis iniciales también pueden estimarse a partir de datos in vivo, por ejemplo modelos animales, utilizando 
técnicas que son bien conocidas de la técnica. El experto ordinario en la materia podrá optimizar fácilmente la 
administración en el ser humano basándose en datos obtenidos con animales. 
 55 
La cantidad e intervalo de la dosis pueden ajustarse individualmente con el fin de proporcionar niveles plasmáticos 
de los polipéptidos IL-2 mutantes o inmunoconjugados que resulten suficientes para mantener el efecto terapéutico. 
Las dosis habituales para la administración en pacientes mediante inyección se encuentran comprendidas entre 
aproximadamente 0,1 y 50 mg/kg/día, típicamente entre aproximadamente 0,5 y 1 mg/kg/día. Los niveles 
plasmáticos terapéuticamente efectivos pueden alcanzarse mediante la administración de múltiples dosis cada día. 60 
Los niveles plasmáticos pueden medirse mediante, por ejemplo, HPLC. 
 
En los casos de administración local o incorporación selectiva, la concentración local efectiva de los 
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inmunoconjugados puede no encontrarse relacionada con la concentración plasmática. El experto en la materia 
podrá optimizar las dosis locales terapéuticamente efectivas sin necesidad de experimentación indebida. 
 
Una dosis terapéuticamente efectiva de los polipéptidos IL-2 mutantes o inmunoconjugados indicados en la presente 
memoria generalmente proporcionará un beneficio terapéutico sin causar toxicidad sustancial. La toxicidad y la 5 
eficacia terapéutica de una IL-2 mutante o inmunoconjugado pueden determinarse mediante procedimientos 
farmacéuticos estándares en cultivo celular o con animales experimentales (ver, por ejemplo, los Ejemplos 8 y 9). 
Pueden utilizarse ensayos de cultivo celular y estudios con animales para determinar la LD50 (la dosis letal para el 
50% de una población) y la ED50 (la dosis terapéuticamente efectiva en 50% de una población). La proporción de 
dosis entre los efectos tóxicos y los efectos terapéuticos es el índice terapéutico, que puede expresarse como la 10 
proporción LD50/ED50. Los mutantes e inmunoconjugados de IL-2 que muestran índices terapéuticos grandes 
resultan preferentes. En una realización, el polipéptido IL-2 mutante o el inmunoconjugado según la presente 
invención muestran un elevado índice terapéutico. Los datos obtenidos a partir de ensayos de cultivo celular y de 
estudios con animales pueden utilizarse para formular un intervalo de dosis adecuado para la utilización en el ser 
humano. La dosis se encuentra comprendida preferentemente dentro de un intervalo de concentraciones circulantes 15 
que incluye la ED50 con poca o ninguna toxicidad. La dosis puede variar dentro de este intervalo dependiendo de 
una diversidad de factores, por ejemplo la forma de dosificación utilizada, la vía de administración utilizada, la 
condición del sujeto, y similares. La formulación exacta, la vía de administración y la dosis pueden ser elegidas por 
el médico individual en vista de la condición del paciente (ver, por ejemplo, Fingl et al., en: The Pharmacological 
Basis of Therapeutics, capítulo 1, página 1. 20 
 
El médico responsable de los pacientes tratados con mutantes o inmunoconjugados de IL-2 de la invención 
conocerá cómo y cuándo terminar, interrumpir o ajustar la administración debido a la toxicidad, la disfunción 
orgánica y similares. A la inversa, el médico responsable también conocerá cómo ajustar el tratamiento a niveles 
más altos en el caso de que la respuesta clínica no sea adecuada (excluyendo toxicidades). La magnitud de la dosis 25 
administrada durante el control del trastorno de interés variará según la severidad de la condición que debe tratarse, 
la vía de administración y similares. La severidad de la condición puede evaluarse en parte, por ejemplo, mediante 
métodos de evaluación pronóstica estándares. Además, la dosis y quizá la frecuencia de las dosis también variarán 
según la edad, peso corporal y respuesta del paciente individual. 
 30 
La dosis terapéutica máxima de un polipéptido IL-2 mutante o inmunoconjugado que comprende dicho polipéptido 
puede incrementarse respecto a la utilizada para la IL-2 de tipo salvaje o para un inmunoconjugado que comprende 
IL-2 de tipo salvaje, respectivamente. 
 
Otros agentes y tratamientos  35 
 
Los polipéptidos IL-2 mutantes y los inmunoconjugados según la invención pueden administrarse en combinación 
con uno o más otros agentes dentro de una terapia. Por ejemplo, puede coadministrarse un polipéptido IL-2 mutante 
o un inmunoconjugado de la invención con por lo menos un agente terapéutico adicional. La expresión "agente 
terapéutico" comprende cualquier agente administrado para tratar un síntoma o enfermedad en un individuo que 40 
necesita dicho tratamiento. Dicho agente terapéutico adicional puede comprender cualesquiera ingredientes activos 
adecuados para la indicación particular bajo tratamiento, preferentemente aquellos con actividades complementarias 
que no presenten efectos adversos entre sí. En determinadas realizaciones, un agente terapéutico adicional es un 
agente inmunomodulador, un agente citostático, un inhibidor de la adhesión celular, un agente citotóxico, un 
activador de la apoptosis celular, o un agente que incrementa la sensibilidad de las células frente a los inductores 45 
apoptóticos. En una realización particular, el agente terapéutico adicional es un agente anticáncer, por ejemplo un 
disruptor de microtúbulos, un antimetabolito, un inhibidor de topoisomerasa, un intercalante de ADN, un agente 
alquilante, una terapia hormonal, un inhibidor de quinasa, un antagonista de receptor, un activador de la apoptosis 
de células tumorales o un agente antiangiogénico. 
 50 
Dichos otros agentes se encuentran convenientemente presentes en combinación en cantidades que resultan 
efectivas para el propósito pretendido. La cantidad efectiva de dichos otros agentes depende de la cantidad de 
polipéptido IL-2 mutante o de inmunoconjugado utilizado, del tipo de trastorno o tratamiento y de otros factores 
comentados anteriormente. Los polipéptidos IL-2 mutantes e inmunoconjugados se utilizan generalmente a las 
mismas dosis y por vías de administración indicadas en la presente memoria, o de entre aproximadamente 1% y 55 
99% de las dosis indicadas en la presente memoria, o en cualquier dosis y por cualquier vía que se determine 
empíricamente/clínicamente que resulta apropiada. 
 
Dichas terapias de combinación indicadas anteriormente comprenden la administración combinada (en la que se 
incluyen dos o más agentes terapéuticos en la misma formulación o en formulaciones separadas), y la 60 
administración separada, en cuyo caso la administración del polipéptido IL-2 mutante o inmunoconjugado de la 
invención puede producirse antes, simultáneamente y/o después de la administración del agente terapéutico y/o 
adyuvante adicionales. Los polipéptidos IL-2 mutantes e inmunoconjugados de la invención también pueden 
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utilizarse en combinación con terapia de radiación. 
 
Artículos fabricados  
 
En otro aspecto de la exposición, se proporciona un artículo fabricado que contiene materiales que resultan útiles 5 
para el tratamiento, prevención y/o diagnóstico de los trastornos indicados anteriormente. El artículo fabricado 
comprende un recipiente y una etiqueta o prospecto en el paquete sobre el recipiente o asociado al mismo. Entre los 
recipientes adecuados se incluyen, por ejemplo, botellas, viales, jeringas, bolsas de solución I.V., etc. Los 
recipientes pueden formarse a partir de una diversidad de materiales, tales como vidrio o plástico. El recipiente 
contiene una composición que resulta, por sí misma o en combinación con otra composición, efectiva para tratar, 10 
prevenir y/o diagnosticar la condición, y puede presentar una abertura de acceso estéril (por ejemplo el recipiente 
puede ser una bolsa de solución intravenosa o un vial que presente un tapón perforable con una aguja de inyección 
hipodérmica). Por lo menos un agente activo en la composición es un polipéptido IL-2 mutante de la invención. La 
etiqueta o prospecto en el paquete indica que la composición se utiliza para el tratamiento de la condición de 
elección. Además, el artículo fabricado puede comprender: (a) un primer recipiente con una composición contenida 15 
en el mismo, en el que la composición comprende un polipéptido IL-2 mutante de la invención, y (b) un segundo 
recipiente con una composición contenida en el mismo, en el que la composición comprende un agente citotóxico 
adicional u otro agente terapéutico. El artículo fabricado en la presente realización de la invención puede 
comprender además un prospecto en el paquete que indique que las composiciones pueden utilizarse para tratar 
una condición particular. Alternativamente, o adicionalmente, el artículo fabricado puede comprender adicionalmente 20 
un segundo (o tercer) recipiente que comprenda un tampón farmacéuticamente aceptable, tal como agua 
bacteriostática para inyección (BWFI), solución salina tamponada con fosfato, solución de Ringer o solución de 
dextrosa. Puede incluir además otros materiales deseables desde un punto de vista comercial y para el usuario, 
incluyendo otros tampones, diluyentes, filtros, agujas y jeringas. 
 25 
Se entiende que cualquiera de los artículos fabricados anteriormente indicados puede incluir un inmunoconjugado de 
la invención en sustitución o adicionalmente a un polipéptido IL-2 mutante. 
 
Breve descripción de las figuras  
 30 
Figura 1. Representación esquemática de los formatos de inmunoconjugado Fab-IL-2-Fab (A) e IgG-IL-2 (B), que 
comprenden polipéptido IL-2 mutante.  
 
Figura 2. Purificación del constructo desnudo de tipo salvaje de IL-2.  (A) Cromatograma de la purificación con 
etiquetas His para la IL-2 desnuda de tipo salvaje, (B) SDS-PAGE de proteína purificada (Bis-Tris al 8-12% (NuPage, 35 
Invitrogen), tampón de migración MES).  
 
Figura 3. Purificación del constructo desnudo de tipo salvaje de IL-2.  (A) Cromatograma de la cromatografía de 
exclusión por tamaño para la IL-2 de tipo salvaje, (B) SDS-PAGE de proteína purificada (Bis-Tris al 8-12% (NuPage, 
Invitrogen), tampón de migración MES).  40 
 
Figura 4. Cromatografía analítica de exclusión por tamaño de la IL-2 de tipo salvaje determinada en una columna 
Superdex 75 10/300 GL. El grupo 1 comprendía 74% de la especie de 23 kDa y 26% de la especie de 20 kDa; el 
grupo 2 comprendía 40% de la especie de 22 kDa y 60% de la especie de 20 kDa.  
 45 
Figura 5. Purificación del constructo desnudo de IL-2 mutante cuádruple.  (A) Cromatograma de la purificación con 
etiquetas His para la IL-2 cuádruple mutante, (B) SDS-PAGE de proteína purificada (Bis-Tris al 8-12% (NuPage, 
Invitrogen), tampón de migración MES).  
 
Figura 6. Purificación del constructo desnudo de IL-2 mutante cuádruple.  (A) Cromatograma de la cromatografía de 50 
exclusión por tamaño para la IL-2 mutante cuádruple, (B) SDS-PAGE de proteína purificada (Bis-Tris al 8-12% 
(NuPage, Invitrogen), tampón de migración MES).  
 
Figura 7. Cromatografía analítica de exclusión por tamaño de la IL-2 mutante cuádruple determinada en una 
columna Superdex 75 10/300 GL (grupo 2, 20 kDa). 55 
 
Figura 8. Unión simultánea a IL-2R y a FAP humana de Fab-IL-2-Fab basado en 29b11 con diana en FAP, que 
comprendía IL-2 de tipo salvaje o mutante cuádruple. (A) Montaje del ensayo de SPR; (B) sensograma de SPR. 
 
Figura 9. Inducción de la liberación de IFN-γ por parte de células NK92 por parte de Fab-IL-2-Fab basada en 4G8 60 
con diana en FAP que comprende IL-2 de tipo salvaje o mutante, en comparación con proleuquina, en solución. 
 
Figura 10. Inducción de la liberación de células NK aisladas (parte inferior) por parte de Fab-IL-2-Fab basada en 4G8 
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con diana en FAP que comprende IL-2 de tipo salvaje o mutante, en comparación con proleuquina, en solución. 
 
Figura 11. Inducción de la proliferación de células T CD3+ por parte de Fab-IL-2-Fab basada en 4G8 con diana en 
FAP que comprende IL-2 de tipo salvaje o mutante, en comparación con proleuquina, en solución. 
 5 
Figura 12. Inducción de la muerte celular inducida por activación (AICD) de células T sobreestimuladas, por parte de 
Fab-IL-2-Fab basada en 4G8 con diana en FAP que comprende IL-2 de tipo salvaje o mutante, en comparación con 
proleuquina, en solución. 
 
Figura 13. Ensayo FACS Phospho-STAT5 en solución con Fab-IL-2-Fab basado en 4G8 con diana en FAB que 10 
comprende IL-2 de tipo salvaje o mutante cuádruple, en comparación con proleuquina, en solución. (A) células T 
reguladoras (CD4+CD25+FOXP3+); (B) células T CD8+ (CD3+CD8+); (C) células T CD4+ (CD4+CD25-CD127+); (D) 
células NK (CD3-CD56+). 
 
Figura 14. Purificación del inmunoconjugado Fab-IL-2 qm-Fab basado en 28H1 con diana en FAP. (A) Perfil de 15 
elución de la columna de proteína G. (B) Perfil de elución de la columna de exclusión por tamaño Superdex 200. (C) 
SDS-PAGE Novex con Tris-glicina al 4-20% del producto final con muestra no reducida y muestra reducida. 
 
Figura 15. Purificación del inmunoconjugado Fab-IL-2 qm-Fab basado en 4G8 con diana en FAP. (A) Perfil de 
elución de la columna de proteína A. (B) Perfil de elución de la columna de exclusión por tamaño Superdex 200. (C) 20 
Mini-gel NuPAGE de Novex con Bis-Tris (Invitrogen), tampón de migración MOPS del producto final con muestra no 
reducida y muestra reducida.  
 
Figura 16. Purificación del inmunoconjugado Fab-IL2QM-Fab con diana en MHLG1 KV9 MCSP. (A) Perfil de elución 
de la columna de proteína A; B) perfil de elución de la columna Superdex 200 de exclusión por tamaño. C) Mini-gel 25 
NuPAGE de Novex con Bis-Tris (Invitrogen), tampón de migración MOPS del producto final con muestra no reducida 
y muestra reducida.  
 
Figura 17. Unión a diana de constructos Fab-IL-2-Fab en células HEK 293 humanas con FAP. 
 30 
Figura 18. Unión a diana de constructos Fab-IL-2-Fab en células HEK 293 humanas con FAP. 
 
Figura 19. Especificidad de unión de los constructos Fab-IL-2-Fab determinada en células HEK 293 humanas con 
DPPIV y células HEK 293 falsamente transfectadas. A la derecha se muestra la unión de un anticuerpo específico 
de DPPIV (CD26). 35 
 
Figura 20. Análisis de la internalización de FAP tras la unión de los constructos Fab-IL-2-Fab a FAP en fibroblastos 
GM05389. 
 
Figura 21. Liberación de IFN-γ por células NK92 en solución inducida por IL-2. 40 
 
Figura 22. Liberación de IFN-γ por células NK92 en solución inducida por IL-2. 
 
Figura 23. Proliferación de células NK92 en solución inducida por IL-2. 
 45 
Figura 24. Evaluación de Fab-IL-2-Fab clones 28H1 vs. 29B11 vs. 4G8 en un ensayo de fosforilación STAT5 con 
PBMC en solución. (A) células NK (CD3-CD56+); (B) células T CD8+ (CD3+CD8+); (C) células T CD4+ 
(CD3+CD4+CD25-CD127+); (D) células T reguladoras (CD4+CD25+FOXP3+). 
 
Figura 25. Eficacia de los inmunoconjugados Fab-IL-2 wt-Fab de 4G8 con diana en FAP y Fab-IL-2 qm-Fab de 4G8 50 
en la línea celular ACHN de adenocarcinoma humano de células renales. 
 
Figura 26. Eficacia de los inmunoconjugados Fab-IL-2 qm-Fab de 4G8 con diana en FAP y Fab-IL-2 qm-Fab de 
28H1 en la línea celular LLC1 del carcinoma pulmonar de Lewis de ratón. 
 55 
Figura 27. Eficacia de los inmunoconjugados Fab-IL-2 wt-Fab de 28H1 con diana en FAP y Fab-IL-2 qm-Fab de 
28H1 en la línea celular LLC1 del carcinoma pulmonar de Lewis de ratón. 
 
Figura 28. Imágenes a baja magnificación (100x) de pulmones de ratón tratados con control de vehículo (A) ó 9 µg/g 
peso húmedo de IL-2 (B) o IL-2 qm (C). Los pulmones de ratones tratados con 9 µg/g peso húmedo de IL-2 60 
muestran infiltrados mononucleares vasocéntricos que se ha desplazado al interior de los espacios alveolares. 
También se observa edema y hemorragia. Se observan infiltrados marginales en los ratones tratados con IL-2 qm en 
torno a algunos vasos. 
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Figura 29. Imágenes de mayor magnificación (200x) de los pulmones mostrados en la figura 28. La marginación e 
infiltración de células mononucleares al interior y en torno a los vasos sanguíneos es más severa en los ratones 
tratados con IL-2 wt (A) que en ratones tratados con IL-2 qm (B y C). 
 5 
Figura 30. Imágenes a baja magnificación (100x) de hígados de ratones tratados con control de vehículo (A) ó 9 µg/g 
peso húmedo de IL-2 (B) o IL-2 qm (C). Se observa infiltración vasocéntrica en ratones tratados con IL-2 wt. 
 
Figura 31. Secreción de IFN-γ por parte de células NK92 tras la incubación con diferentes preparaciones de IL-2 de 
tipo salvaje (wt) y mutante cuádruple (qm) durante 24 (A) ó 48 horas (B). 10 
 
Figura 32. Proliferación de células NK92 tras la incubación con diferentes preparaciones de IL-2 de tipo salvaje (wt) y 
mutante cuádruple (qm) durante 48 horas. 
 
Figura 33. Proliferación de células NK92 tras la incubación con diferentes preparaciones de IL-2 de tipo salvaje (wt) y 15 
mutante cuádruple (qm) durante 48 horas. 
 
Figura 34. Proliferación de las células NK tras la incubación con diferentes inmunoconjugados de IL-2 28H1 con 
diana en FAP o con proleuquina durante 4 (A), 5 (B) ó 6 (C) días. 
 20 
Figura 35. Proliferación de células T CD4 tras la incubación con diferentes inmunoconjugados de IL-2 28H1 con 
diana en FAP o con proleuquina durante 4 (A), 5 (B) ó 6 (C) días. 
 
Figura 36. Proliferación de células T CD8 tras la incubación con diferentes inmunoconjugados de IL-2 28H1 con 
diana en FAP o con proleuquina durante 4 (A), 5 (B) ó 6 (C) días. 25 
 
Figura 37. Proliferación de células NK (A), células T CD4 (B) y células T CD8 (C) tras la incubación con diferentes 
inmunoconjugados de IL-2 o proleuquina durante 6 días. 
 
Figura 38. Fosforilación STAT en células NK (A), células T CD8 (B), células T CD4 (C) y células T reguladoras (D) 30 
tras una incubación de 30 minutos con proleuquina, IL-2 de tipo salvaje producida en el propio laboratorio e IL-2 
mutante cuádruple. 
 
Figura 39. Fosforilación STAT en células NK (A), células T CD8 (B), células T CD4 (C) y células T reguladoras (D) 
tras una incubación de 30 minutos con proleuquina, IgG-IL-2 que comprende IL-2 de tipo salvaje o IgG-IL-2 que 35 
comprende IL-2 mutante cuádruple. 
 
Figura 40. Supervivencia de ratones Black 6 tras la administración (una vez al día durante siete días) de diferentes 
dosis de inmunoconjugados de IL-2 que comprendían IL-2 de tipo salvaje o mutante cuádruple. 
 40 
Figura 41. Concentraciones en suero de inmunoconjugados de IL-2 tras una única administración i.v. de constructos 
IgG-IL-2 con diana en FAP (A) y sin diana (B) que comprendían IL-2 de tipo salvaje (wt) o mutante cuádruple (qm). 
 
Figura 42. Concentraciones en suero de inmunoconjugados de IL-2 tras una única administración i.v. de constructos 
Fab-IL-2-Fab sin diana que comprendían IL-2 de tipo salvaje (wt) o mutante cuádruple (qm). 45 
 
Figura 43. Purificación de IL-2 mutante cuádruple. (A) Cromatografía de iones metálicos inmovilizados, (B) 
cromatografía de exclusión por tamaño, (C) SDS-PAGE bajo condiciones no reductoras (gel NuPAGE de Novex con 
Bis-Tris (Invitrogen), tampón de migración MES), (D) cromatografía analítica de exclusión por tamaño (columna 
Superdex 75 10/300 GL). 50 
 
Figura 44. Proliferación de células T CD8 (A) y CD4 (B) preactivadas tras una incubación de seis días con diferentes 
inmunoconjugados de IL-2. 
 
Figura 45. Muerte celular inducida por activación de células T CD3+ tras una incubación de seis días con diferentes 55 
inmunoconjugados de IL-2 y tratamiento durante la noche con anticuerpo anti-Fas. 
 
Figura 46. Purificación del inmunoconjugado IgG-IL-2  mutante cuádruple (qm) basado en 4G8 con diana en FAP. A) 
Perfil de elución de la etapa de cromatografía de afinidad de proteína A. B) Perfil de elución de la etapa de 
cromatografía de exclusión por tamaño. C) SDS-PAGE analítica (minigel NuPAGE de Novex con Bis-Tris, Invitrogen, 60 
tampón de migración MOPS) del producto final. D) Cromatografía analítica de exclusión por tamaño del producto 
final en una columna Superdex 200 (contenido de monómero: 97%). 
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Figura 47. Purificación del inmunoconjugado IgG-IL-2 qm basado en 28H1 con diana en FAP. A) Perfil de elución de 
la etapa de cromatografía de afinidad de proteína A. B) Perfil de elución de la etapa de cromatografía de exclusión 
por tamaño. C) SDS PAGE analítica (reducida: minigel NuPAGE de Novex con Bis-Tris, Invitrogen, tampón de 
migración MOPS; no reducida:  NuPAGE Tris-acetato, Invitrogen, tampón de migración Tris-acetato) del producto 
final. D) Cromatografía analítica de exclusión por tamaño del producto final en una columna Superdex 200 5 
(contenido de monómero: 100%). 
 
Figura 48. Unión del inmunoconjugado IgG-IL-2 qm basado en 4G8 con diana en FAP a FAP humana expresada 
sobre células HEK 293 transfectadas establemente según medición mediante FACS, en comparación con el 
constructo Fab-IL-2 qm-Fab correspondiente. 10 
 
Figura 49. Liberación de interferón (IFN)-γ sobre células NK92 inducida por el inmunoconjugado IgG-IL-2 qm basado 
en 4G8 con diana en FAP, en solución, en comparación con el constructo Fab-IL-2 qm-Fab basado en 28H1. 
 
Figura 50. Detección de STAT5 fosforilado mediante FACS en diferentes tipos celulares tras la estimulación durante 15 
20 minutos con inmunoconjugado IgG-IL-2 qm basado en 4G8 con diana en FAP, en solución, en comparación con 
los constructos Fab-IL-2-Fab y Fab-IL-2 qm-Fab basados en 28H1, así como con proleuquina. A) células NK (CD3-

CD56+); B) células T CD8+ (CD3+CD8+); C) células T CD4+ (CD3+CD4+CD25-CD127+); D) células T reguladoras 
(CD4+CD25+FOXP3+). 
 20 
Ejemplos  
 
A continuación se proporcionan ejemplos de métodos y composiciones de la invención. Se entiende que pueden 
ponerse en práctica diversas otras realizaciones, dada la descripción general proporcionada anteriormente. 
 25 
Ejemplo 1  
 
Métodos generales  
 
Técnicas de ADN recombinante  30 
 
Se utilizaron métodos estándares para manipular el ADN, tales como los descritos en Sambrook, J. et al., Molecular 
cloning: A laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 1989. Los 
reactivos biológicos moleculares se utilizaron siguiendo las instrucciones del fabricante. Se proporciona información 
general sobre secuencias de nucleótidos de cadenas ligeras y pesadas de inmunoglobulinas humanas en: Kabat 35 
E.A. et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5a edición, NIH publicación nº 91-3242.  
 
Secuenciación de ADN  
 
Se determinaron las secuencias del ADN mediante secuenciación de doble cadena.  40 
 
Síntesis génica  
 
Los segmentos génicos deseados, en donde resultaban necesarios, se generaron mediante PCR utilizando moldes 
apropiados o fueron sintetizados por Geneart AG (Regensburg, Alemania) a partir de oligonucleótidos sintéticos y 45 
productos de PCR mediante síntesis génica automática. En los casos en los que no se disponía de la secuencia 
génica exacta, se diseñaron cebadores oligonucleótidos basándose en secuencias de los homólogos más próximos 
y los genes se aislaron mediante RT-PCR a partir de ARN originado del tejido apropiado. Los segmentos génicos 
flanqueados por sitios de corte único de endonucleasa de restricción se clonaron en los vectores de 
clonación/secuenciación estándares. El plásmido de ADN se purificó a partir de bacterias transformadas y la 50 
concentración se determinó mediante espectroscopía de UV. La secuencia del ADN de los fragmentos génicos 
subclonados se confirmó mediante secuenciación de ADN. Se diseñaron segmentos génicos con sitios de restricción 
adecuados para permitir la subclonación en los vectores de expresión respectivos. Todos los constructos se 
diseñaron con una secuencia 5’-terminal de ADN codificante de un péptido líder que presentaba como diana 
proteínas para la secreción en células eucarióticas. Las secuencias SEC ID nº 263 a nº 273 proporcionan péptidos 55 
líder ejemplares y secuencias polinucleótidas codificantes de los mismos. 
 
Preparación de fusiones subunidad βγ de IL-2R-Fc y fusión de subunidad α de IL-2R-Fc 
 
Para estudiar la afinidad de unión de los receptores de IL-2, se generó una herramienta que permitía la expresión de 60 
un receptor de IL-2 heterodimérico; la subunidad β del receptor de IL-2 se fusionó con una molécula de Fc que se 
había manipulado para heterodimerizarse (Fc(ojal)) (ver SEC ID nº 274 y nº 275) utilizando la tecnología de "botón-
en-ojal" (Merchant et al., Nat. Biotech. 16, 677-681, 1998). La subunidad γ del receptor de IL-2 seguidamente se 
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fusionó con la variante de Fc(botón) (ver SEC ID nº 276 y nº 277), que se heterodimerizó con Fc(ojal). Esta proteína 
de fusión de Fc heterodimérica seguidamente se utilizó como sustrato para analizar la interacción IL-2/receptor de 
IL-2. La subunidad α de IL-2R se expresó en forma de cadena monomérica con un sitio de corte AcTev y una 
etiqueta Avi His (SEC ID nº 278 y nº 279). Las subunidades respectivas de IL-2R se expresaron transitoriamente en 
HEK EBNA 293 con suero para el constructo de subunidad βγ de IL-2R y sin suero para el constructo de subunidad 5 
α. El constructo de subunidad βγ de IL-2R se purificó en proteína A (GE Healthcare), seguido de cromatografía de 
exclusión por tamaño (GE Healthcare, Superdex 200). La subunidad α de IL-2R se purificó mediante una etiqueta 
His en una columna NiNTA (Qiagen), seguido de cromatografía de exclusión por tamaño (GE Healthcare, Superdex 
75). 
 10 
Preparación de los inmunoconjugados 
 
Puede encontrarse más información sobre la preparación y purificación de los inmunoconjugados Fab-IL-2-Fab, 
incluyendo la generación y maduración de afinidad de las fracciones de unión a antígeno, en los Ejemplos adjuntos a 
la publicación de patente PCT nº WO 2011/020783, que se incorpora como referencia en la presente memoria en su 15 
totalidad. Tal como se describe en dicha referencia, se han generados diversos dominios de unión a antígeno 
dirigidos contra FAP, mediante expresión fágica, incluyendo los denominados 4G8, 3F2, 28H1, 29B11, 14B3 y 4B9 
utilizados en los ejemplos siguientes. El clon 28H1 es un anticuerpo de afinidad madurada basado en el clon 
parental 4G8, mientras que los clones 29B11, 14B3 y 4B9 son anticuerpos de afinidad madurada basados en el clon 
parental 3F2. El dominio de unión a antígeno denominado MHLG1 KV9 utilizado en la presente memoria presenta 20 
como diana MCSP. 
 
Las secuencias de los inmunoconjugados que comprenden IL-2 de tipo salvaje que se utilizaron en los ejemplos 
siguientes también pueden encontrarse en la solicitud de patente PCT nº WO 2011/020783. Las secuencias 
correspondientes a los inmunoconjugados que comprendían IL-2 mutante cuádruple que se utilizaron en los 25 
ejemplos siguientes fueron:  4G8: SEC ID nº 211 y nº 233; 3F2: SEC ID nº 209 y nº 231; 28H1: SEC ID nº  219 y nº 
233; 29B11: SEC ID nº 221 y nº 231; 14B3: SEC ID nº  229 y nº 231; 4B9: SEC ID nº 227 y nº 231; MHLG1-KV9: 
SEC ID nº 253 y nº 255. Las secuencias de ADN se generaron mediante síntesis génica y/o técnicas clásicas de 
biología molecular y se subclonaron en vectores de expresión de mamífero (uno para la cadena ligera y una para la 
proteína de fusión cadena pesada/IL-2) bajo el control de un promotor de MPSV y cadena arriba de un sitio poliA 30 
sintético, portando cada vector una secuencia OriP del EBV. Los inmunoconjugados tal como se aplican en los 
ejemplos, posteriormente, se produjeron mediante cotransfección de células HEK293-EBNA en crecimiento 
exponencial con los vectores de expresión de mamífero utilizando la transfección con fosfato de calcio. 
Alternativamente, se transfectaron células HEK293 en suspensión utilizando polietilenimina (PEI) con los vectores de 
expresión respectivos. Alternativamente, se utilizaron "pools" de células CHO transfectadas establemente o clones 35 
de células CHO, para la producción en medio libre de suero. Aunque los constructos Fab-IL-2-Fab basados en 4G8 
con diana en FAP que comprenden IL-2 de tipo salvaje o mutante (cuádruple) pueden purificarse mediante 
cromatografía de afinidad utilizando una matriz de proteína A, los constructos Fab-IL-2-Fab basados en 28H1 con 
diana en FAP de afinidad madurada se purificaron mediante cromatografía de afinidad en una matriz de proteína G a 
escala pequeña. 40 
 
Brevemente, Fab-IL-2-Fab de 28H1 con diana en FAP, que comprendía IL-2 de tipo salvaje o mutante (cuádruple), 
se purificó a partir de sobrenadantes celulares mediante una etapa de afinidad (proteína G) seguido de 
cromatografía de exclusión por tamaño (Superdex 200, GE Healthcare). La columna de proteína G se equilibró en 
fosfato sódico 20 mM, citrato sódico 20 mM, pH 7,5, se cargó el sobrenadante, y la columna se lavó con fosfato 45 
sódico 20 mM, citrato sódico 20 mM, pH 7,5. Se eluyó Fab-IL-2-Fab con ácido fórmico 8,8 mM, pH 3. Se agruparon 
las fracciones eluidas y se pulieron mediante cromatografía de exclusión por tamaño en el tampón de formulación 
final:  fosfato potásico 25 mM, cloruro sódico 125 mM, glicina 100 mM, pH 6,7. Se proporcionan posteriormente 
resultados ejemplares de la purificación y los análisis. 
 50 
Los constructos Fab-IL-2-Fab de 3F2 con diana en FAP o Fab-IL-2-Fab de 4G8 que comprendían IL-2 de tipo 
salvaje o mutante (cuádruple) se purificaron mediante un método similar compuesto de una etapa de afinidad 
utilizando proteína A, seguido de cromatografía de exclusión por tamaño (Superdex 200, GE Healthcare). Se 
equilibró la columna de proteína A en fosfato sódico 20 mM, citrato sódico 20 mM, pH 7,5, se cargó el sobrenadante 
y la columna se lavó con fosfato sódico 20 mM, citrato sódico 20 mM, cloruro sódico 500 mM, pH 7,5, seguido de un 55 
lavado con fosfato sódico 13,3 mM, citrato sódico 20 mM y cloruro sódico 500 mM, pH 5,45. Opcionalmente se lleva 
a cabo un tercer lavado con MES 10 mM y cloruro sódico 50 mM, pH 5. Se eluyó Fab-IL-2-Fab con citrato sódico 20 
mM, cloruro sódico 100 mM, glicina 100 mM, pH 3. Las fracciones eluidas se agruparon y se pulieron mediante 
cromatografía de exclusión por tamaño en el tampón de formulación final:  fosfato potásico 25 mM, cloruro sódico 
125 mM, glicina 100 mM, pH 6,7. Se proporcionan posteriormente procedimientos y resultados ejemplares 60 
detallados para los constructos seleccionados. 
 
Se generaron proteínas de fusión IgG-IL-2 qm con diana en FAP basándose en los anticuerpos de FAP 4G8, 4B9 y 
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28H1, en las que se fusionó una única IL-2 mutante cuádruple (qm) con el extremo C-terminal de una cadena 
pesada heterodimérica, tal como se muestra en la figura 1B. La dianización al estroma tumoral en el que se expresa 
selectivamente FAP se consigue mediante la región Fab del anticuerpo bivalente (efecto de avidez). La 
heterodimerización que resulta en la presencia de una única IL-2 mutante cuádruple se consigue mediante la 
aplicación de la tecnología de botón-en-ojal. Con el fin de minimizar la generación de fusiones homodiméricas IgG-5 
citoquina, la citoquina se fusionó con el extremo C-terminal (con deleción del residuo Lys C-terminal) de la cadena 
pesada de IgG que contiene botón mediante un conector G4-(SG4)2

- o (G4S)3
-. La fusión anticuerpo-citoquina 

presenta propiedades de tipo IgG. Para reducir la unión de FcγR/función efectora y evitar la coactivación de FcR, se 
introdujeron las mutaciones P329G, L234A, L235A (LALA) en el dominio Fc. Las secuencias de estos 
inmunoconjugados se proporcionan en SEC ID nº 297, nº 299 y nº 233 (28H1), SEC ID nº 301, nº 303 y nº 231 (4B9) 10 
y SEC ID nº 315, 317 y 233 (4G8). Además, se generó una proteína de fusión IG-IL-2 qm con diana en ACE y una 
proteína de fusión IgG-IL-2 qm sin diana DP47GS de control en la que IgG no se une a una diana especificada. Las 
secuencias de estos inmunoconjugados se proporcionan en SEC ID nº 305, nº 307 y nº 309 (DP47GS) y en SEC ID 
nº 319, nº 321 y nº 323 (CH1A1A). Los constructos IgG-IL-2 se generaron mediante expresión transitoria en células 
HEK293 EBNA y se purificaron esencialmente tal como se ha descrito anteriormente para los constructos Fab-IL-2-15 
Fab. Brevemente, se purificaron proteínas de fusión IgG-IL-2 mediante una etapa de afinidad con proteína A (HiTrap 
ProtA, GE Healthcare) equilibrada en fosfato sódico 20 mM, citrato sódico 20 mM, pH 7,5. Tras cargar el 
sobrenadante, la columna en primer lugar se lavó con fosfato sódico 20 mM y citrato sódico 20 mM, pH 7,5, y 
posteriormente se lavó con fosfato sódico 13,3 mM, citrato sódico 20 mM y cloruro sódico 500 mM, pH 5,45. La 
proteína de fusión IgG-citoquina se eluyó con citrato sódico 20 mM, cloruro sódico 100 mM y glicina 100 mM, pH 3. 20 
Las fracciones se neutralizaron, se agruparon y se purificaron mediante cromatografía de exclusión por tamaño 
(HiLoad 16/60 Superdex 200, GE Healthcare) en tampón de formulación final:  fosfato potásico 25 mM, cloruro 
sódico 125 mM, glicina 100 mM, pH 6,7. Se proporcionan posteriormente procedimientos y resultados ejemplares 
detallados para los constructos seleccionados. La concentración de proteínas de las muestras de proteínas 
purificadas se determinó mediante la medición de la densidad óptica (DO) a 280 nm, utilizando el coeficiente de 25 
extinción molar calculado basándose en la secuencia de aminoácidos. Se analizó mediante SDS-PAGE la pureza y 
el peso molecular de los inmunoconjugados en presencia y en ausencia de un agente reductor (1,4-ditiotreitol 5 mM) 
y se tiñeron con azul de Coomassie (SimpleBlueTM SafeStain, Invitrogen). Se utilizó el sistema de gel premoldeado 
NuPAGE® (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante (geles de Tris-glicina al 4-20% o Bis-Tris al 3-12%). 
Se analizó el contenido agregado de inmunoconjugados utilizando una columna analítica de exclusión por tamaño 30 
Superdex 200 10/300GL (GE Healthcare) en MOPS 2 mM, NaCl 150 mM, NaN3 al 0,02%, pH 7,3, tampón de 
migración a 25ºC. 
 
Afinidad de unión a FAP 
 35 
Se determinó la afinidad de unión a FAP de los fragmentos Fab cortados utilizados en dichos ejemplos a modo de 
fracciones de unión a antígeno, mediante resonancia de plasmón superficial (SPR) en un aparato Biacore. 
Brevemente, se inmovilizó un anticuerpo anti-His (Penta-His, Qiagen 34660) sobre chips CM5 para captura FAP-His 
humano, murino o de Cynomolgus 10 nM (20 s). La temperatura era de 25ºC y se utilizó HBS-EP como tampón. La 
concentración de analito Fab era de 100 nM bajando a 0,41 nM (duplicados) a un caudal de 50 µl/minuto 40 
(asociación:  300 s, disociación:  600 s (4B9, 14B3, 29B11, 3F2) ó 1.200 s (28H1, 4G8), regeneración: 60 s glicina 
10 mM, pH 2). Se realizó el ajuste en un modelo de unión 1:1, RI=0, Rmax=local (debido al formato de captura). La 
Tabla 2 proporciona las afinidades monovalentes determinadas mediante SPR. 
 

TABLE 2. Afinidad (KD) de fragmentos Fab con diana en FAP para FAP determinada mediante SPR. 45 
KD (en nM)  FAP humana FAP de Cynomolgus FAP murina 

Fab de 4B9  0,3 
0,31 

0,23 
0,24 

5 
5,2 

Fab de 14B3  
0,47 
0,47 

0,61 
0,59 

4,7 
4,7 

Fab de 29B11  0,19 
0,19 

0,21 
0,2 

1,3 
1,2 

Fab de 3F2  6 
6 

4,7 
5,3 

8,9 
9,5 

Fab de 28H1  2,6 
2,6 

3,7 
3,7 

0,13 
0,18 

Fab de 4G8  
53 (48 en equilibrio) 
51 (48 en equilibrio) 

33 (33 en equilibrio)  
35 (34 en equilibrio) 

0,07 
0,07 

 
Ensayos de actividad biológica con inmunoconjugados de IL-2 dirigidos  
 
La actividad biológica de los inmunoconjugados Fab-IL-2-Fab con diana en FAP o CSP y de inmunoconjugados IgG-
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IL-2 con diana en FAP, que comprendían IL-2 de tipo salvaje o mutante (cuádruple) se investigó en varios ensayos 
celulares en comparación con la IL-2 disponible comercialmente (proleuquina, Novartis, Chiron).  
 
Liberación de IFN-γ por células NK (en solución) 
 5 
Se incubaron células NK92 en ayuno de IL-2 (100.000 células/pocillo en una placa de 96 pocillos en U) con 
diferentes concentraciones de inmunoconjugados de IL-2, que comprendían IL-2 de tipo salvaje o mutante 
(cuádruple), durante 24 horas en medio NK (MEM alfa de Invitrogen (nº 22561-021) suplementado con FCS al 10%, 
suero de caballo al 10%, 2-mercaptoetanol 0,1 mM, inositol 0,2 mM y ácido fólico 0,02 mM). Se recolectaron los 
sobrenadantes y se analizó la liberación de IFN-γ utilizando el kit ELISA II anti-IFN-γ humano de Becton Dickinson 10 
(nº 550612). La proleuquina (Novartis) sirvió de control positivo para la activación mediada por IL-2 de las células. 
 
Proliferación de células NK 
 
Se extrajo sangre de voluntarios sanos en jeringas heparinizadas y se aislaron las PBMC. Se aislaron células NK 15 
humanas intactas a partir de las PBMC utilizando el kit II de aislamiento de células NK humanas de Miltenyi Biotec 
(nº 130-091-152). Se comprobó la expresión de CD25 por parte de las células mediante citometría de flujo. Para los 
ensayos de proliferación, se incubaron 20.000 células NK humanas aisladas durante 2 días en un incubador 
humidificado a 37ºC, con 5% de CO2 en presencia de diferentes inmunoconjugados de IL-2, comprendiendo IL-2 
mutante de tipo salvaje o mutante (cuádruple). La proleuquina (Novartis) sirvió de control. Tras 2 días, se midió el 20 
contenido de ATP de los lisados celulares utilizando el ensayo de viabilidad celular luminiscente CellTiter-Glo de 
Promega (nº G7571/2/3). Se calculó el porcentaje de crecimiento fijando la concentración máxima de proleuquina en 
100% de proliferación y las células no tratadas sin estímulo de IL-2 en una proliferación de 0%. 
 
Ensayo de fosforilación de STAT5 25 
 
Se extrajo sangre de voluntarios sanos en jeringas heparinizadas y se aislaron las PBMCs. Se trataron PBMCs con 
inmunoconjugados de IL-2, que comprendían IL-2 de tipo salvaje o mutante (cuádruple), a las concentraciones 
indicadas o con proleuquina (Novartis) a modo de control. Tras una incubación de 20 minutos a 37ºC, las PBMC se 
fijaron con tampón Cytofix precalentado (Becton Dickinson nº 554655) durante 10 minutos a 37ºC, seguido de la 30 
permeabilización con tampón Phosflow Perm III (Becton Dickinson nº 558050) durante 30 minutos a 4ºC. Las células 
se lavaron dos veces con PBS que contenía BSA al 0,1% antes de realizar la tinción con FACS utilizando mezclas 
de anticuerpos para citometría de flujo para la detección de diferentes poblaciones celulares y la fosforilación de 
STAT5. Las muestras se analizaron utilizando un FACSCantoII con HTS de Becton Dickinson. 
 35 
Se definieron las células NK como CD3-CD56+, las células T CD8 positivas se definieron como CD3+CD8+, las 
células T CD4 positivas se definieron como CD4+CD25-CD127+ y se definieron las células Treg como 
CD4+CD25+FoxP3+. 
 
Proliferación y AICD de células T 40 
 
Se extrajo sangre de voluntarios sanos en jeringas heparinizadas y se aislaron las PBMCs. Se aislaron las células T 
intactas utilizando el kit Pan II de aislamiento de células T de Miltenyi Biotec (nº 130-091-156). Las células T se 
preestimularon con 1 µg/ml de PHA-M (Sigma Aldrich nº L8902) durante 16 horas antes de añadir proleuquina o 
inmunoconjugados Fab-IL-2-Fab, que comprendían IL-2 de tipo salvaje o mutante (cuádruple), a las células lavadas 45 
durante otros 5 días. Tras 5 días, se midió el contenido de ATP de los lisados celulares utilizando el ensayo de 
viabilidad celular luminiscente CellTiter-Glo de Promega (nº G7571/2/3). Se calculó la proliferación relativa fijando la 
concentración máxima de proleuquina en 100% de proliferación. 
 
La exposición a fosfatidilserina (PS) y la muerte celular de las células T se sometieron a ensayo mediante análisis de 50 
citometría de flujo (FACSCantoII, BD Biosciences) de células teñidas con anexina V (kit de tinción de anexina V-
FLUOS, Roche Applied Science) y yoduro de propidio (PI). Para inducir la muerte celular inducida por activación 
(AICD), las células T se trataron con un anticuerpo anti-Fas inductor de apoptosis (clon Millipore Ch11) durante 16 
horas tras el tratamiento de 16 horas de PHA-M y de 5 días con inmunoconjugados Fab-IL-2-Fab. La tinción con 
anexina V se llevó a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, las células se lavaron con tampón 55 
de unión Ann-V (solución madre 1x: Hepes 0,01 M/NaOH, pH 7,4, NaCl 0,14 M, CaCl2 2,5 mM) y se tiñeron durante 
15 minutos aTA en la oscuridad con anexina V-FITC (Roche). Se lavaron nuevamente las células en tampón de 
unión Ann-V antes de la adición de 200 µl/pocillo de tampón de unión Ann-V que contenía PI (0,3 µg/ml). Las células 
se analizaron inmediatamente mediante citometría de flujo. 
 60 
Unión a células que expresan FAP 
 
La unión de los inmunoconjugados IgG-IL-2 qm de diana en FAP y Fab-IL-2 qm-Fab a FAP humana expresada 
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sobre células HEK293 transfectadas establemente se midió mediante FACS. Brevemente, se incubaron 250.000 
células por pocillo con la concentración indicada de los inmunoconjugados en una placa de 96 pocillos de fondo 
redondo, se incubaron durante 30 minutos a 4ºC y se lavaron una vez con PBS/BSA al 0,1%. Se detectaron los 
inmunoconjugados unidos tras la incubación durante 30 minutos a 4ºC con fragmento F(ab')2 AffiniPure de cabra 
específicamente anti-F(ab')2 humano conjugado con FITC (Jackson ImmunoResearch Lab nº 109-096-097, solución 5 
de trabajo: 1:20 diluido en PBS/BSA al 0,1%, recién preparado) utilizando un FACS CantoII (Software FACS Diva). 
 
Análisis de la internalización de FAP tras la unión según FACS 
 
Para varios anticuerpos de FAP conocidos de la técnica se describe que inducen la internalización de FAP tras la 10 
unión (descrito en, por ejemplo, Baum et al., J. Drug Target 15:399-406, 2007; Bauer et al., Journal of Clinical 
Oncology, 2010 ASCO Annual Meeting Proceedings (edición posterior al congreso), vol. 28 (suplemento de 20 de 
mayo), resumen nº 13062 (2010); Ostermann et al., Clin. Cancer Res. 14:4584-4592, 2008). De esta manera, los 
presentes inventores analizaron las propiedades de internalización de los inmunoconjugados Fab-IL-2-Fab de la 
invención. Brevemente, las células GM05389 (fibroblastos pulmonares humanos) cultivados en medio EMEM + FCS 15 
al 15%, se desengancharon, se lavaron, se contaron, se comprobó su viabilidad y se sembraron a una densidad de 
2x105 millones de células/pocillo en placas de 12 pocillos. Al día siguiente, los inmunoconjugados Fab-IL-2-Fab con 
diana en FAP se diluyeron en medio frío y se permitió que se uniesen a superficies celulares durante 30 minutos 
sobre hielo. El exceso de anticuerpo no unido se desprendió mediante lavado utilizando PBS frío y las células se 
incubaron adicionalmente en 0,5 ml de medio precalentado a 37ºC durante los periodos de tiempo indicados. Tras 20 
alcanzar los diferentes puntos temporales, las células se transfirieron a hielo, se lavaron una vez con PBS frío y se 
incubaron con el anticuerpo secundario (fragmento F(ab')2 AffiniPure de cabra específicamente anti-F(ab')2 humano 
conjugado con FITC, Jackson ImmunoResearch Lab nº 109-096-097, dilución 1:20) durante 30 minutos a 4ºC. A 
continuación, las células se lavaron dos veces con PBS/BSA al 0,1%, se transfirieron a una placa de 96 pocillos, se 
centrifugaron durante 4 minutos a 4ºC, 400 x g y se resuspendieron los pellets celulares mediante agitación con 25 
vórtex. Las células se fijaron utilizando 100 µl de PFA al 2%. Para la medición con FACS, las células se 
resuspendieron en 200 µl/muestra de PBS/BSA al 0,1% y se midieron con el protocolo para placas en un aparato de 
FACS CantoII (Software FACS Diva). 
 
Ejemplo 2  30 
 
Los presentes inventores diseñaron versiones mutadas de IL-2 que comprendían una o más de las mutaciones 
siguientes (en comparación con la secuencia de tipo salvaje de IL-2 mostrada en SEC ID nº: 1):  
 
1. T3A - inactivación del sitio predicho de O-glucosilación  35 
2. F42A - inactivación de la interacción IL-2/IL-2Rα  
3. Y45A - inactivación de la interacción IL-2/IL-2Rα  
4. L72G - inactivación de la interacción IL-2/IL-2Rα  
5. C125A - mutación previamente descrita que evita los dímeros de IL-2 puenteados con disulfuro  
 40 
Un polipéptido IL-2 mutante que comprende la totalidad de las mutaciones 1 a 4 se denota en la presente memoria 
como IL-2 mutante cuádruple (qm). Puede comprender además la mutación 5 (ver SEC ID nº  19). 
 
Además de las tres mutaciones F42A, Y45A y L72G, diseñadas para interferir con la unión a CD25, se seleccionó la 
mutación T3A para eliminar el sitio de O-glucosilación y obtener un producto proteico de mayor homogeneidad y 45 
pureza al expresarse el polipéptido IL-2 qm o inmunoconjugado en células eucarióticas tales como células CHO o 
HEK293. 
 
Para los fines de purificación, se introdujo una etiqueta His6 en el extremo C-terminal unido mediante una secuencia 
VD. A título comparativo, se generó una versión análoga no mutada de IL-2 que únicamente contenía la mutación 50 
C145A para evitar puentes disulfuro intermoleculares no deseados (SEC ID nº  3). Los pesos moleculares 
respectivos sin secuencia de señal eran de 16.423 D para la IL-2 desnuda y de 16.169 D para la IL-2 qm desnuda. 
Las IL-2 de tipo salvaje y mutante cuádruple con etiqueta His se transfectaron en células HEK EBNA en medio libre 
de suero (medio F17). El sobrenadante filtrado se intercambió por tampón en un flujo cruzado, antes de cargarlo en 
cartucho NiNTA Superflow (5 ml, Qiagen). La columna se lavó con tampón de lavado:  fosfato sódico 20 mM, cloruro 55 
sódico 0,5 M, pH 7,4, y se eluyó con tampón de elución:  fosfato sódico 20 mM, cloruro sódico 0,5 M e imidazol 0,5 
M, pH 7,4. Tras cargar la columna, se lavó con 8 volúmenes de columna (VC) de tampón de lavado, 10 CV de 
tampón de elución al 5% (corresponde a imidazol 25 mM), eluyendo después con un gradiente hasta imidazol 0,5 M. 
El eluido agrupado se pulió mediante cromatografía de exclusión por tamaño en una columna HiLoad 16/60 
Superdex75 (GE Healthcare) en MOPS 2 mM, cloruro sódico 150 mM y azida sódica al 0,02%, pH 7,3. La figura 2 60 
muestra el cromatograma de la purificación con etiqueta His para la IL-2 desnuda de tipo salvaje. El grupo 1 se 
preparó a partir de las fracciones 78 a 85, el grupo 2 a partir de las fracciones 86 a 111. La figura 3 muestra el 
cromatograma de la cromatografía de exclusión por tamaño de la IL-2 de tipo salvaje; para cada grupo se agruparon 
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las fracciones 12 a 14. La figura 4 muestra la cromatografía analítica de exclusión por tamaño para la IL-2 de tipo 
salvaje ddeterminada en una columna Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare) en MOPS 2 mM, cloruro sódico 150 
mM y azida sódica al 0,02%, pH 7,3. Los grupos 1 y 2 contenían 2 proteínas de aproximadamente  22 y 20 kDa. El 
grupo presentaba más de la proteína grande, y el grupo 2 presentaba más de la proteína pequeña; putativamente 
esta diferencia se debía a diferencias de O-glucosilación. Los rendimientos fueron de aproximadamente  0,5 mg/l de 5 
sobrenadante para el grupo 1 y de aproximadamente  1,6 mg/l de sobrenadante para el grupo 2. La figura 5 muestra 
el cromatograma de la purificación con etiqueta His para la IL-2 mutante cuádruple. El grupo 1 se preparó a partir de 
las fracciones 59 a 91, el grupo 2, a partir de las fracciones 92 a 111. La figura 6 muestra el cromatograma de la 
cromatografía de exclusión por tamaño de la IL-2 mutante cuádruple; en este caso únicamente se reservó el grupo 
2, que agrupaba las fracciones 12 a 14. La figura 7 muestra la cromatografía analítica de exclusión por tamaño para 10 
la IL-2 mutante cuádruple determinada en una columna Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare) en MOPS 2 mM, 
cloruro sódico 150 mM y azida sódica al 0,02%, pH 7,3. La preparación para la IL-2 mutante cuádruple desnuda 
contenía únicamente una proteína de 20 kD. En esta proteína se ha inactivado el sitio de O-glucosilación. Se 
almacenaron alícuotas de la IL-2 desnuda de tipo salvaje y mutante cuádruple a -80ºC. Los rendimientos fueron de 
aproximadamente 0,9 mg/l de sobrenadante. 15 
 
Se purificó un segundo lote de IL-2 mutante cuádruple etiquetado con His tal como se ha indicado anteriormente 
mediante cromatografía de afinidad de iones metálicos inmovilizados (IMAC) y seguido de cromatografía de 
exclusión por tamaño (SEC). Los tampones utilizados para IMAC fueron Tris 50 mM, imidazol 20 mM, NaCl 0,5 M, 
pH 8 para el equilibrado y lavado de la columna, y Tris 50 mM, imidazol 0,5 M, NaCl 0,5 M, pH 8, para la elución. El 20 
tampón utilizado para la SEC y el tampón de formulación final eran histidina 20 mM, NaCl 140 mM, pH 6. La figura 
43 muestra el resultado de esta purificación. El rendimiento fue de 2,3 ml/l de sobrenadante. 
 
Posteriormente, se determinaron la afinidad para el heterodímero IL-2R βγ y la subunidad α de IL-2R mediante 
resonancia de plasmón superficial (SPR). Brevemente, el ligando (subunidad α de IL-2R humano (Fc2) o 25 
heterodímero botón β ojal γ de IL-2R humano (Fc3)) se inmovilizó en un chip CM5. A continuación, la IL-2 desnuda 
de tipo salvaje ("pools" 1 y 2) o la IL-2 mutante cuádruple, y la proleuquina (Novartis/Chiron) se aplicaron al chip en 
forma de analitos a 25ºC en tampón HBS-EP a concentraciones comprendidas entre 300 nM y 1,2 nM (dil. 1:3). El 
caudal era de 30 µl/minuto y se aplicaron las condiciones siguientes para la asociación:  180 s, disociación:  300 s, y 
regeneración:  2 x 30 s, MgCl2 3 M para el heterodímero botón β ojal γ de IL-2R, 10 s NaOH 50 mM para la 30 
subunidad α de IL-2R. Se aplicó una unión 1:1 para el ajuste (unión 1:1 RI≠0, Rmax=local para IL-2R βγ, KD 
aparente, unión 1:1 RI=0, Rmax=local para IL-2Rα). La Tabla 3 muestra los valores respectivos de KD para la unión 
de la IL-2 humana de tipo salvaje y mutante cuádruple, así como de proleuquina, a IL-2Rβγ y a la subunidad α de IL-
2R. 
 35 
TABLA 3. Afinidad de los polipéptidos IL-2 mutantes para el IL-2R de afinidad intermedia y la subunidad α de IL-2R 

KD (en nM) 
T = 25°C  

IL-2R hu βγ(cinética) IL-2R hu α(cinética) IL-2R hu α(equilibrio) 

IL-2 desnuda wt, grupo 1  5,6 
5 

17,4 
16,6 

30,3 
23,9 

IL-2 desnuda wt, grupo 2  2,8 
1,8 

10,6 
10 

19,7 
17,6 

IL-2 qm desnuda  2,7 
2 

falta de unión falta de unión 

Proleuquina  2,4 
2,8 

7,5 
12,5 

19 
17,8 

 
Los datos demuestran que la IL-2 desnuda mutante cuádruple muestra el comportamiento deseado y que ha perdido 
la capacidad de unión a la subunidad α de IL-2R, mientras que se conserva la capacidad de unión a IL-2R βγ, siendo 
comparable a la del constructo de IL-2 de tipo salvaje respectivo y de la proleuquina. Las diferencias entre los 40 
"pools" 1 y 2 de la IL-2 de tipo salvaje probablemente pueden atribuirse a diferencias de O-glucosilación. Esta 
variabilidad y heterogeneidad se ha superado en la IL-2 mutante cuádruple mediante la introducción de la mutación 
T23A. 
 
Ejemplo 3  45 
 
Se introdujeron las tres mutaciones F42A, Y45A y L72G y la mutación T3A en el formato Fab-IL-2-Fab (figura 1A) 
utilizando el anticuerpo 4G8 anti-FAP como dominio de dianización modelo, en forma de mutantes simples: 1) 4G8 
IL-2 T3A, 2) 4G8 IL-2 F42A, 3) 4G8 IL-2 Y45A, 4) 4G8 IL-2 L72G, o se combinaron en los constructos Fab-IL-2 mt-
FAB en forma de: 5) triple mutante F42A/Y45A/L72G, o en forma de: 6) mutante cuádruple T3A/F42A/Y45A/L72G 50 
para inactivar también el sitio de O-glucosilación. El constructo Fab-IL-2- wt-Fab basado en 4G8 se utilizó a título 
comparativo. Todos los constructos contenían la mutación C145A para evitar los dímeros de IL-2 puenteados con 
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disulfuro. Los diferentes constructos Fab-IL-2-Fab se expresaron en células HEK 293 y se purificaron tal como se ha 
descrito anteriormente, con proteína A y cromatografía de exclusión por tamaño tal como se ha especificado 
anteriormente. A continuación, la afinidad de las variantes de IL-2 seleccionadas para el heterodímero IL-2R βγ 
humano y murino y para la subunidad α de IL-2R humano y murino se determinaron mediante resonancia de 
plasmón superficial (SPR) (Biacore) utilizando el heterodímero recombinante IL-2R βγ y la subunidad α de IL-2R 5 
monomérica, bajo las condiciones siguientes: La subunidad α de IL-2R se inmovilizó a dos densidades y la celda de 
flujo con la mayor inmovilización se utilizó para los mutantes que habían perdido la unión a CD25. Se utilizaron las 
condiciones siguientes:  inmovilización química:  heterodímero IL-2R βγ humano 1675 RU; heterodímero IL-2R βγ de 
ratón 5094 UR; subunidad α de IL-2R humano 1019 RU; subunidad α de IL-2R humano 385 UR; subunidad α de IL-
2R humano 1182 RU; subunidad α de IL-2R murino 378 RU, temperatura:  25ºC, analitos:  Constructos Fab-10 
variantes de IL-2-Fab de 4G8 3,1 nM a 200 nM, caudal: 40 µl/minuto, asociación: 180 s, disociación: 180 s, 
regeneración:  glicina 10 mM, pH 1,5, 60 s, 40 µl/minuto. Ajuste: modelo de reacción en dos estados (cambio 
conformacional), RI=0, Rmax=local. Los resultados del análisis cinético se proporcionan en la Tabla 4. 
 
TABLA 4. Afinidad de los inmunoconjugados con diana en FAP que comprenden polipéptidos IL-2 mutantes para IL-15 

2R de afinidad intermedia y la subunidad α de IL-2R (KD) 
Constructo Fab-IL-2-Fab  IL-2R hu βγ IL-2R hu α IL-2R mu βγ IL-2R mu α 
4G8 IL-2 wt  3,8 nM 4,5 nM 45,6 nM 29 nM 
4G8 IL-2 T3A  1,6 nM 4,9 nM 15,6 nM 15 nM 
4G8 IL-2 F42A  4,7 nM 149 nM 57 nM 363 nM 
4G8 IL-2 Y45A  3,9 nM 22,5 nM 41,8 nM 369 nM 
4G8 IL-2 L72G  ND 45,3 nM ND ND 
4G8 IL-2 triple mutante F42A/Y45A/L72G  5,6 nM falta de unión 68,8 nM ND 
4G8 IL-2 mutante cuádruple 
T3A/F42A/Y45A/L72G  5,2 nM falta de unión 56,2 nM falta de unión 

 
Se mostró mediante SPR la unión simultánea al heterodímero IL-2R βγ y FAP. Brevemente, el constructo botón-en-
ojal IL-2R βγ humano se inmovilizó en un chip CM5 químicamente y se capturaron constructos Fab-IL-2-Fab 10 nM 
durante 90 s. La FAP humana sirvio como analito a concentraciones de 200 nM a 0,2 nM. Las condiciones fueron:  20 
temperatura:  25ºC, tampón:  HBS-EP, caudal: 30 µl/minuto, asociación: 90 s, disociación: 120 s. La regeneración se 
realizó durante 60 s con glicina 10 mM, pH 2. El ajuste se llevó a cabo con un modelo de unión 1:1, RI≠ 0, 
Rmax=global. El ensayo de formación de puentes de SPR demostró que los constructos Fab-IL-2-Fab, tanto el tipo 
salvaje como el mutante cuádruple, así como el basado en el ligante de FAP 28H1 de afinidad madurada o los 
anticuerpos 3F2 ó 4G8 parentales, fueron capaces de unirse a una concentración de 10 nM simultáneamente al 25 
heterodímero IL-2R βγ inmovilizado sobre el chip, así como a la FAP humana utilizada como analito (figura 8). Las 
afinidades determinadas se muestran en la Tabla 5. 
 

TABLA 5. Afinidad de los inmunoconjugados con diana en FAP, que comprenden polipéptidos IL-2 mutantes y 
unidos a IL-2R de afinidad intermedia, para FAP (KD)  30 

Constructo Fab-IL-2-Fab  KD 
Fab-IL-2 wt-Fab de 4G8  5,0 nM 
Fab-IL-2 qm-Fab de 4G8  5,6 nM 
Fab-IL-2 wt-Fab de 29B11  0,32 nM 
Fab-IL-2 qm-Fab de 29B11  0,89 nM 
Fab-IL-2 wt-Fab de 3F2  1,2 nM 

 
Conjuntamente los datos de SPR demostraron que: i) la mutación T3A no influye sobre la unión a CD25, ii) las tres 
mutaciones, F42A, Y45A y L72G, no influyen sobre la afinidad para el heterodímero IL-2R βγ, mientras que reducen 
la afinidad para CD25 en el orden siguiente: wt = T3A > Y45A (aproximadamente  5x inferior) > L72G 
(aproximadamente  10x inferior) > F42A (aproximadamente  33x inferior), iii) la combinación de las tres mutaciones, 35 
F42A, Y45A y L72G, con o sin la mutación T3A del sitio de O-glucosilación, resultó en una pérdida completa de la 
unión a CD25 según determinación bajo condiciones de SPR, iv) aunque la afinidad de la IL-2 humana para el 
heterodímero IL-2R βγ murino y la subunidad α de IL-2R se redujo en un factor de aproximadamente 10 en 
comparación con los receptores de IL-2 humanos, las mutaciones seleccionadas no presentaron ninguna influencia 
sobre la afinidad para el heterodímero IL-2R βγ murino, aunque eliminaron la unión a la subunidad α del IL-2R 40 
murino. Esto indica que el ratón representa un modelo válido para el estudio de los efectos farmacológicos y 
toxicológicos de las IL-2 mutantes, aunque globalmente IL-2 muestra menos toxicidad en roedores que en el ser 
humano. 
 
Aparte de la pérdida de la O-glucosilación, una ventaja adicional de la combinación de las cuatro mutaciones, T3A, 45 
F42A, Y45A y L72G, es una menor hidrofobicidad superficial de la IL-2 mutante cuádruple debido al intercambio de 
residuos hidrofóbicos expuestos en superficie, tales como fenilalanina, tirosina o leucina por la alanina. Un análisis 
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de la temperatura de agregación mediante dispersión lumínica dinámica demostró que la temperatura de agregación 
para los inmunoconjugados Fab-IL-2-Fab con diana en FAB que comprenden IL-2 de tipo salvaje o mutante 
cuádruple se encontraban dentro del mismo intervalo:  aproximadamente  57-58ºC para el constructo parental Fab-
IL-2-Fab de 3F2 y para el derivado 29B11 3F2 de afinidad madurada, y en el intervalo de 62-63ºC para el constructo 
parental Fab-IL-2-Fab de 4G8 y los derivados 28H1, 4B9 y 14B3 de afinidad madurada, indicando que la 5 
combinación de las cuatro mutaciones no presentó ningun impacto negativo sobre la estabilidad de la proteína. En 
apoyo de las propiedades favorables de la IL-2 mutante cuádruple seleccionada, los rendimientos de expresión 
transitoria indicaban que el mutante cuádruple en el formato Fab-IL-2 qm-Fab podría resultar incluso en rendimientos 
de expresión más altos que los observados para los constructos Fab-IL-2 wt-Fab respectivos. Finalmente, el análisis 
farmacocinético demostró que tanto Fab-IL-2 qm-Fab basado en 4G8 y Fab-IL-2 wt-Fab presentan propiedades PK 10 
comparables (ver el Ejemplo 9, posteriormente). Basándose en estos datos y los datos celulares indicados en el 
Ejemplo 4 a continuación, el mutante cuádruple T3A, F42A, Y45A, L72G se seleccionó como combinación ideal de 
mutaciones para eliminar la unión a CD25 de IL-2 en el inmunoconjugado dirigido Fab-IL-2-Fab. 
 
Ejemplo 4  15 
 
Los inmuconjugados Fab-IL-2-Fab basados en 4G8 con diana en FAP, que comprenden IL-2 de tipo salvaje o los 
mutantes sencillos 4G8 IL-2 T3A, 4G8 IL-2 F42A, 4G8 IL-2 Y45A, 4G8 IL-2 L72G o la IL-2 mutante triple 
(F42A/Y45A/L72G) o cuádruple (T3A/F42A/Y45A/L72G) respectiva, se sometieron a ensayo seguidamente en 
ensayos celulares en comparación con la proleuquina, tal como se ha indicado anteriormente.  20 
 
Se midió la liberación de IFN-γ inducida por IL-2 tras la incubación de la línea NK92 de células NK con los 
constructos (figura 9). Las células NK92 expresa CD25 sobre su superficie. Los resultados muestran que el 
inmunoconjugado Fab-IL-2-Fab que comprende IL-2 de tipo salvaje era menos potente en la inducción de la 
liberación de IFN-γ que la proleuquina, tal como sería de esperar a partir de la afinidad aproximadamente  10 veces 25 
inferior de Fab-IL-2 wt-Fab para el heterodímero IL-2R βγ. La introducción de mutaciones sencillas que interfieren 
con la unión de CD25, así como la combinación de las tres mutaciones que interfieren con la unión de CD25 en la IL-
2 triple mutante resultó en constructos Fab-IL-2-Fab que eran comparables al constructo de IL-2 de tipo salvaje en 
términos de potencia e inducción absoluta de la liberación de IFN-γ, dentro del error del método. 
 30 
TABLA 6. Inducción de la liberación de IFN-γ a partir de células NK por parte de los inmunoconjugados Fab-IL-2-Fab 

que comprenden polipéptidos IL-2 mutantes.  
Constructo  EC50 [nM] 
Proleuquina  4,1 
Fab-IL2 wt-Fab de 4G8  23,0 
Fab-IL-2 (T3A)-Fab de 4G8  16,2 
Fab-IL-2 (F42A)-Fab de 4G8  15,4 
Fab-IL-2 (Y45A)-Fab de 4G8  20,9 
Fab-IL-2 (L72G)-Fab de 4G8  16,3 
Fab-IL-2 (triple mutante 42/45/72)-Fab de 4G8  24,4 

 
A continuación, la inducción de la proliferación de células NK humanas aisladas por parte de inmunoconjugados 
Fab-IL-2-Fab se evaluó en un ensayo de proliferación (Cell Titer Glo, Promega) (figura 10). En contraste con las 35 
células NK92, las células NK recién aisladas no expresan CD25 (o únicamente cantidades muy reducidas). Los 
resultados demuestran que el inmunoconjugado Fab-IL-2-Fab que comprende IL-2 de tipo salvaje era 
aproximadamente  10 veces menos potente en la inducción de la proliferación de las células NK que la proleuquina, 
tal como se esperaría de una afinidad aproximadamente 10 veces inferior del inmunoconjugado Fab-IL-2 wt-Fab 
para el heterodímero IL-2R βγ. La introducción de mutaciones sencillas que interfieren con la unión de CD25, así 40 
como la combinación de las tres mutaciones que interfieren con la unión de CD25 en la IL-2 triple mutante resultó en 
constructos Fab-IL-2-Fab que eran comparables al constructo de IL-2 de tipo salvaje en términos de potencia e 
inducción absoluta de la proliferación; únicamente se produjo un cambio muy reducido de potencia observado para 
Fab-IL-2-Fab triple mutante. En un segundo experimento, se evaluó la inducción de la proliferación de las células T 
activadas por PHA tras la incubación con diferentes cantidades de proleuquina y de los inmunoconjugados Fab-IL-2-45 
Fab (figura 11). Debido a que las células T activadas expresan CD25, pudo observarse una clara reducción de la 
proliferación de las células T tras la incubación con los inmunoconjugados que comprenden los mutantes sencillos 
F42A, L72G o Y45A de IL2, mostrando F42A la reducción más fuerte, seguido de L72G e Y45A, mientras que al 
utlizar Fab-IL-2 wt-Fab o Fab-IL-2 (T3A)-Fab, la activación prácticamente prácticamente se mantuvo constante en 
comparación con la proleuquina. Estos datos reflejan la reducción de la afinidad para CD25 según determinación 50 
mediante SPR (Ejemplo anterior). La combinación de las tres mutaciones que interfieren con la unión de CD25 en la 
IL-2 triple mutante resultó en un inmunoconjugado que mediaba en una inducción significativamente reducida de la 
proliferación de las células T en solución. En línea con estos resultados, los presentes inventores midieron la muerte 
celular de las células T según se determinó mediante tinción con anexina V/PI tras la sobreestimulación inducida por 
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una primera estimulación durante 16 horas con 1 µg/ml de PHA, una segunda estimulación durante 5 días con 
proleuquina o los inmunoconjugados Fab-IL-2-Fab respectivos, seguido de una tercera estimulación con 1 µg/ml de 
PHA. En este contexto, los presentes inventores observaron que la muerte celular inducida por activación (AICD) en 
células T sobreestimuladas resultaba fuertemente reducida con los inmunoconjugados Fab-IL-2-Fab que 
comprendían las IL-2 mutantes sencillos F42A, L72G e Y45A interfirientes con la unión de CD25, mostrando F42A y 5 
L72G la reducción más fuerte, que era similar a la reducción conseguida mediante la combinación de las tres 
mutaciones en el inmunoconjugado que comprendía la IL-2 triple mutante (figura 12). En el último conjunto de 
experimentos, los presentes inventores estudiaron los efectos de Fab-IL-2 qm-Fab sobre la inducción de la 
fosforilación de STAT5 en comparación con Fab-IL-2 wt-Fab y proleuquina en células NK humanas, células T CD4+, 
células T CD8+ y células Treg procedentes de PBMCs humanas (figura 13). Para las células NK y las células T CD8+ 10 
que muestran un nivel de expresión de C25 nulo o muy bajo (es decir, la señalización de IL-2R se encuentra 
mediada por el heterodímero IL-2R βγ), los resultados demuestran que el formato Fab-IL-2-Fab que comprende IL-2 
de tipo salvaje era aproximadamente  10 veces menos potente en la inducción de la fosforilación de STAT5 que la 
proleuquina, y que la Fab-IL-2 qm-Fab era comparable al constructo Fab-IL-2 wt-Fab. En las células T CD4+, que 
mostraban una rápida regulación positiva de CD25 al ser estimuladas, Fab-IL-2 qm-Fab resultó ser menos potente 15 
que el inmunoconjugado Fab-IL-2 wt-Fab, aunque todavía mostró una inducción comparable de la señalización de 
IL-2R a concentraciones de saturación. Esto contrasta con las células Treg, en las que la potencia de Fab-IL-2 qm-
Fab se encontraba significativamente reducida en comparación con el inmunoconjugado Fab-IL-2 wt-Fab debido a la 
elevada expresión de CD25 sobre las células Treg y la posterior elevada afinidad de unión del inmunoconjugado 
Fab-IL-2 wt-Fab para CD25 sobre las células Treg. Como consecuencia de la eliminación de la unión de CD25 en el 20 
inmunoconjugado Fab-IL-2 qm-Fab, la señalización de IL-2 en células Treg únicamente resultó activada por el 
heterodímero IL-2R βγ a concentraciones a las que la señalización de IL-2R resulta activada sobre las células 
efectoras CD25-negativas por el heterodímero IL-2R βγ. Conjuntamente los resultados indican que la IL-2 mutante 
cuádruple descrita en la presente memoria es capaz de activar la señalización de IL-2R mediante el heterodímero IL-
2R βγ, pero no resulta en AICD ni en una estimulación preferente de las células Treg respecto a otras células 25 
efectoras. 
 
Ejemplo 5  
 
Basándose en los datos proporcionados en los Ejemplos 2 y 3, se generaron y purificaron los inmunoconjugados 30 
Fab-IL-2 qm-Fab de afinidad madurada con diana en FAP basados en los clones 28H1 ó 29B11 tal como se ha 
descrito anteriormente, en la sección de métodos generales. En mayor detalle, se purificó en una etapa de afinidad 
(proteína G) Fab-IL-2 qm-Fab de 28H1 dirigido a FAP, seguido de cromatografía de exclusión por tamaño (Superdex 
200). Se llevó a cabo la equilibración de la columna en PBS y el sobrenadante de un grupo estable de CHO (medio 
CDCHO) se cargó en una columna de proteína G (GE Healthcare), la columna se lavó con PBS y las muestras 35 
posteriormente se eluyeron con HCl 2,5 mM y las fracciones se neutralizaron inmediatamente con 10x PBS. Se llevó 
a cabo una cromatografía de exclusión por tamaño en el tampón de formulación final:  fosfato sódico 25 mM, cloruro 
sódico 125 mM, glicina 100 mM, pH 6,7 en una columna Superdex 200. La figura 14 muestra los perfiles de elución 
de la purificación y los resultados de la caracterización analítica del producto mediante SDS-PAGE (minigel NuPAGE 
de Novex con Bis-Tris al 4-20%, Invitrogen, tampón de migración MOPS, reducido y no reducido). Dada la baja 40 
capacidad de unión del fragmento Fab de 28H1 a proteína G y a proteína A, las etapas adicionales de captura 
pueden resultar en rendimientos más altos. 
 
Los inmunoconjugados Fab-IL-2 qm-Fab de 4G8, 3F2 y 29B11 con diana en FAP y Fab-IL-2 qm-Fab de MHLG1 KV9 
con diana en MCSP se purificaron mediante una etapa de afinidad (proteína A) seguido de cromatografía de 45 
exclusión por tamaño (Superdex 200). La equilibración de la columna se llevó a cabo en fosfato sódico 20 mM, 
citrato sódico 20 mM, pH 7,5, y el sobrenadante se cargó en la columna de proteína A. Se llevó a cabo un primer 
lavado en fosfato sódico 20 mM, citrato sódico 20 mM, pH 7,5, seguido de un segundo lavado:  fosfato sódico 13,3 
mM, citrato sódico 20 mM, cloruro sódico 500 mM, pH 5,45. Los inmunoconjugados Fab-IL-2 qm-Fab se eluyeron en 
citrato sódico 20 mM, cloruro sódico 100 mM, glicina 100 mM, pH 3. La cromatografía de exclusión por tamaño se 50 
llevó a cabo en el tampón de formulación final:  fosfato potásico 25 mM, cloruro sódico 125 mM, glicina 100 mM, pH 
6,7. La figura 15 muestra los perfiles de elución de la purificación y los resultados de la caracterización analítica del 
producto mediante SDS-PAGE (minigel NuPAGE de Novex con Bis-Tris al 4-20%, Invitrogen, tampón de migración 
MOPS, reducido y no reducido) para el Fab-IL-2 qm-Fab de 4G8 y la figura 16, para el inmunoconjugado Fab-IL-2 
qm-Fab de MHLG1 KV9. 55 
 
Se generaron proteínas de fusión IgG-IL-2 qm con diana en FAP basados en los anticuerpos de FAP 4G8, 4B9 y 
28H1 y una proteína de fusión IgG-IL-2 qm no dirigido DP47G2 de control, tal como se ha descrito anteriormente en 
la sección de métodos generales. Las figuras 46 y 47 muestran los cromatogramas y perfiles de elución respectivos 
de la purificación (A, B), así como las cromatografías analíticas SDS-PAGE y de exclusión por tamaño de los 60 
constructos purificados finales (C, D) para los constructos basados en 4G8 y 28H1. Los rendimientos de expresión 
transitoria fueron de 42 mg/l para el imunoconjugado IG-IL-2 qm basado en 4G8 y de 20 mg/ml para el basado en 
28H1. 
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La actividad de unión de FAP de los inmunoconjugados IgG-IL-2 qm basados en los anticuerpos anti-FAP 4G8 y 
28H1 se determinó mediante resonancia de plasmón superficial (SPR) en un aparato Biacore en comparación con 
los anticuerpos IgG no modificados correspondientes. Brevemente, se inmovilizó un anticuerpo anti-His (Penta-His, 
Qiagen 34660) sobre chips CM5 para la captura de FAP humano etiquetado con His 10 nM (20 s). La temperatura 5 
era de 25ºC y se utilizó HBS-EP como tampón. La concentración de analito era de 50 nM bajando a 0,05 nM a un 
caudal de 50 µl/minuto (asociación:  300 s, disociación:  900 s, regeneración:  60 s con glicina 10 mM, pH 2). Se 
realizó el ajuste en un modelo de unión 1:1, RI=0, Rmax=local (debido al formato de captura). La Tabla 7 
proporciona las afinidades bivalentes aparentes estimadas (pM de avidez) determinadas mediante SPR ajustada a 
una unión 1:1, RI=0, Rmax=local. 10 
 

TABLA 7  
KD [pM]  Hu FAP 

IgG-IL-2 qm de 4G8 100 
IgG 4G8 50 
IgG-IL-2 qm de 28H1 175 
IgG de 28H1 200 

 
Los datos demuestran que, dentro del error del método, se conserva la afinidad para la FAP humana en el caso del 
inmunoconjugado basado en 28H1 ó únicamente ligeramente menor para el inmunoconjugado basado en 4G8, en 15 
comparación con los anticuerpos no modificados correspondientes. 
 
Ejemplo 6  
 
Se determinó la afinidad de los inmunoconjugados Fab-IL-2-Fab basados en 28H1 y en 29B1 de afinidad madurada 20 
con diana en FAP, comprendiendo cada uno IL-2 de tipo salvaje o mutante cuádruple, y de Fab-IL-2 wt-Fab basado 
en 3F2, mediante resonancia de plasmón superficial (SPR) para el heterodímero IL-2R βγ humano, murino y de 
mono Cynomolgus utilizando el heterodímero recombinante IL-2R βγ bajo las condiciones siguientes:  ligando:  
heterodímero IL-2R botón β ojal γ humano, murino y de mono Cynomolgus, inmovilizado sobre un chip CM5, analito:  
Fab-IL-2-Fab 28H1 ó 29B11 (que comprende IL-2 de tipo salvaje o mutante cuádruple), Fab-IL-2-Fab de 3F2 (que 25 
comprende IL-2 de tipo salvaje), temperatura:  25ºC ó 37ºC, tampón:  HBS-EP, concentración de analito:  200 nM 
cayendo hasta 2,5 nM, caudal:  30 µl/minuto, asociación:  300 s, disociación:  300 s, regeneración:  60 s MgCl2 3 M, 
ajuste:  unión 1:1, RI≠0, Rmax=global. Se determinó la afinidad de los inmunoconjugados Fab-IL-2-Fab basados en 
28H1 y en 29B1 de afinidad madurada con diana en FAP, comprendiendo cada uno IL-2 de tipo salvaje o mutante 
cuádruple, y de Fab-IL-2 wt-Fab basado en 3F2, mediante resonancia de plasmón superficial (SPR) para la 30 
subunidad α de IL-2R humana, murina y de mono Cynomolgus utilizando la subunidad α de IL-2R monomérico 
recombinante bajo las condiciones siguientes: ligando: subunidad α de IL-2R humana, murina y de mono 
Cynomolgus, inmovilizado sobre un chip CM5, analito:  Fab-IL-2-Fab 28H1 ó 29B11 (que comprende IL-2 de tipo 
salvaje o mutante), Fab-IL-2-Fab de 3F2 (que comprende IL-2 de tipo salvaje), temperatura: 25ºC ó 37ºC, tampón: 
HBS-EP, concentración de analito: 25 nM cayendo hasta 0,3 nM, caudal: 30 µl/minuto, asociación: 120 s, 35 
disociación: 600 s, regeneración: ninguna, ajuste: unión 1:1, RI≠0, Rmax=global. 
 
Los resultados del análisis cinético con el heterodímero IL-2R βγ se proporcionan en la Tabla 8. 
 

TABLA 8. Unión de los inmunoconjugados Fab-IL-2-Fab que comprende Fab de afinidad madura e IL-2 mutante a 40 
heterodímeros IL-2R βγ 

KD (en nM)  IL-2R hu 
βγ (25ºC) 

IL-2R hu βγ 
(37ºC) 

IL-2R Cyno βγ 
(25ºC) 

IL-2R Cyno βγ 
(37ºC) 

IL-2R mu βγ 
(25ºC) 

IL-2R mu βγ 
(37ºC) 

Fab-IL-2 wt-Fab 
de 28H1 

9,7 19 11,5 29,2 112 186 
9 22 11,6 30,4 79 219 

Fab-IL-2 qm-Fab 
de 28H1 

7,5 14,3 8,9 21,3 66 142 
6,9 14,7 8,4 21,2 54 106 

Fab-IL-2 wt-Fab 
de 29B11 

6,5 9,5 6,9 14 93 71 
5,7 12,4 6,7 19 74 74 

Fab-IL-2 qm-Fab 
de 28H1 

7,2 13,1 7,8 16,7 60 44 
7,4 13 8,4 18,1 63 42 

Fab-IL-2 wt-Fab 
de 3F2 

5  
4,8 ND 6,4  

6,1 ND 40  
40 ND 

 
Mientras que se describe que la afinidad de la IL-2 humana para el heterodímero IL-2R βγ humano es de 
aproximadamente 1 nM, los inmunoconjugados Fab-IL-2-Fab (que comprenden IL-2 de tipo salvaje o mutante 
cuádruple) presentan una afinidad reducida de entre 6 y 10 nM, y tal como se muestra para la IL-2 desnuda, 45 
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anteriormente, la afinidad para el IL-2R murino es aproximadamente 10 veces más débil que el IL-2R humano y de 
mono Cynomolgus.  
 
Los resultados del análisis cinético con la subunidad α de IL-2R se proporcionan en la Tabla 9. Bajo las condiciones 
seleccionadas no se produce unión detectable de los inmunoconjugados que comprenden la IL-2 mutante cuádruple 5 
a la subunidad α de IL-2R humano, murino o cyno. 
 

TABLA 9. Unión de los inmunoconjugados Fab-IL-2-Fab que comprende Fab de afinidad madura e IL-2 mutante 
para las subunidades α de IL-2R 

KD en nM IL-2R hu α 
(25ºC) 

IL-2R hu α 
(37ºC) 

IL-2R  α cyno 
(25ºC) 

IL-2R  α cyno 
(37ºC) 

IL-2R  α mu 
(25ºC) 

IL-2R  α mu 
(37ºC) 

Fab-IL-2 wt-Fab 
de 28H1 

16 28,8 16 36,5 43,3 67,5 
16,2 28,2 16,2 35,6 44 61,1 

Fab-IL-2 qm-Fab 
de 28H1 

Falta de 
unión 

Falta de 
unión 

Falta de 
unión 

Falta de 
unión 

Falta de 
unión 

Falta de 
unión 

Fab-IL-2 wt-Fab 
de 29B11 

5 7,6 4,8 7,3 11,4 13,3 
4,6 7,7 4,3 7,4 9,6 13,8 

Fab-IL-2 qm-Fab 
de 29B11 

Falta de 
unión 

Falta de 
unión 

Falta de 
unión 

Falta de 
unión 

Falta de 
unión 

Falta de 
unión 

Fab-IL-2 de 3F2 
Fab-wt 5,7 6,1 ND 5 5,4 ND 12,3 12,1 ND 

 10 
La afinidad de los inmunoconjugados Fab-IL-2-Fab de MHLG1-KV9 con diana en MCSP, que comprenden la IL-2 de 
tipo salvaje o la IL-2 mutante cuádruple, para el heterodímero IL-2R βγ humano se determinó mediante resonancia 
de plasmón superficial (SPR) utilizando el heterodímero IL-2R βγ recombinante bajo las condiciones siguientes:  el 
heterodímero IL-2R botón β ojal γ humano se inmovilizó sobre un chip CM5 (1.600 RU). Se utilizaron Fab-IL-2 wt-
Fab y Fab-IL-2 qm-Fab de MHLG1-KV9 como analito a 25ºC en tampón HBS-P. La concentración de analito era de 15 
300 nM cayendo a 0,4 nM (dil. 1:3) para IL-2R βγ a un caudal de 30 µl/minuto (tiempo de asociación: 180 s, tiempo 
de disociación: 300 s). Se realizó la regeneración durante 2x30 s con MgCl2 3 M para IL-2R βγ. Los datos se 
ajustaron utilizando una unión 1:1, RI≠0, Rmax=local para IL-2R βγ. 
 
La afinidad de los inmunoconjugados Fab-IL-2-Fab de MHLG1-KV9 con diana en MCSP, que comprenden la IL-2 de 20 
tipo salvaje o la IL-2 mutante cuádruple, para la subunidad α de IL-2R humano se determinó mediante resonancia de 
plasmón superficial (SPR) utilizando la subunidad α de IL-2R monomérico recombinante bajo las condiciones 
siguientes:  la subunidad α de IL-2R humano se inmovilizó sobre un chip CM5 (190 UR). Se utilizaron Fab-IL-2 wt-
Fab y Fab-IL-2 qm-Fab de MHLG1-KV9 como analito a 25ºC en tampón HBS-P. La concentración de analito era de 
33,3 nM cayendo a 0,4 nM (dil. 1:3) para IL-2R α a un caudal de 30 µl/minuto (tiempo de asociación: 180 s, tiempo 25 
de disociación: 300 s). Se realizó la regeneración durante 10 s con NaOH 50 mM para IL-2R α. Los datos se 
ajustaron utilizando una unión 1:1, RI=0, Rmax=global para IL-2R α. 
 
Los resultados del análisis cinético con el heterodímero IL-2R βγ se proporcionan en la Tabla 10. 
 30 

TABLA 10 

KD en nM, T=25°C IL-2R hu βγ 
(cinética) 

IL-2R hu α 
(cinética) 

IL-2R hu α 
(equilibrio) 

Fab-IL-2 wt-Fab de MHLG1-KV9 8,6 8,8 6,8 
9,8 10,1 10,9 

Fab-IL2 qm-Fab de MHLG1-KV9 7,3 10,7 Falta de unión Falta de unión 
 
Los datos confirman que el inmunoconjugado Fab-IL-2 qm-Fab de MHLG1-KV9 con diana en MCSP presenta una 
afinidad conservada para el receptor IL-2R βγ, mientras que la afinidad de unión para CD25 resulta eliminada en 
comparación con el inmunoconjugado que comprende IL-2 de tipo salvaje. 35 
 
A continuación, se determinó la afinidad de los inmunoconjugados IgG-IL-2 qm basados en 4G8 y en 28H1 para el 
heterodímero IL-2R βγ y para la subunidad α de IL-2R, mediante resonancia de plasmón superficial (SPR) en 
comparación directa con el formato de inmunoconjugado Fab-IL-2 qm-Fab. Brevemente, los ligandos (la subunidad 
de IL-2R o el heterodímero IL-2R βγ) se inmovilizaron sobre un chip CM5. A continuación, los inmunoconjugados 40 
IgG-IL-2 basados en 4G8 y en 28H1 o los inmunoconjugados Fab-IL-2 qm-Fab basados en 4G8 y en 28H1 se 
aplicaron al chip a modo de analitos a 25ºC en tampón HBS-EP a concentraciones comprendidas entre 300 nM 
cayendo a 1,2 nM (dil. 1:3). El caudal era de 30 µl/minuto y se aplicaron las condiciones siguientes para la 
asociación:  180 s, disociación:  300 s, y regeneración:  2x30 s con MgCl2 3 M para el heterodímero IL-2R βγ, 10 s 
con NaOH 50 mM para la subunidad α de IL-2R. Se aplicó una unión 1:1 para el ajuste (unión 1:1 RI≠0, Rmax=local 45 
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para IL-2R βγ, KD aparente, unión 1:1 RI=0, Rmax=local para IL-2Rα). Los valores KD respectivos se proporcionan en 
la Tabla 11. 
 

TABLA 11 
KD aparente [nM] IL-2R hu βγ IL-2R hu α 
IgG-IL-2 qm de 4G8 5,9 Falta de unión 
Fab-IL-2 qm-Fab de 4G8 10,4 Falta de unión 
IgG-IL-2 qm de 28H1 6,2 Falta de unión 
Fab-IL-2 qm-Fab de 28H1 11,4 Falta de unión 

 5 
Los datos muestran que los inmunoconjugados IgG-IL-2 qm basados en 4G8 y en 28H1 se unen con por lo menos 
tan buena afinidad como los inmunoconjugados Fab-IL-2 qm-Fab al heterodímero IL-2R βγ, mientras que no se unen 
a la subunidad α de IL-2R debido a la introducción de las mutaciones interfirientes con la unión de CD25. En 
comparación con los inmunoconjugados Fab-IL-2 qm-Fab correspondientes, la afinidad de las proteínas de fusión 
IgG-IL-2 qm aparentemente resulta ligeramente incrementada, dentro del error del método. 10 
 
Ejemplo 7  
 
En un primer conjunto de experimentos, los presentes inventores confirmaron que los inmunoconjugados Fab-IL-2-
Fab con diana en FAP que comprendían IL-2 de tipo salvaje o mutante fueron capaces de unirse a células HEK 293-15 
FAP que expresan FAP humana según la FACS (figura 17), y confirmaron que la mutación cuádruple de IL-2 no 
presentó ningún impacto sobre las células expresantes de FAP (figura 18). 

 
TABLA 12. Unión de los inmunoconjugados Fab-IL-2-Fab a las células HEK expresantes de FAP 

Valores de EC50 nM  
Fab-IL-2-Fab de 28H1 0,64  
Fab-IL-2 qm-Fab de 28H1 0,70  
Fab-IL-2-Fab de 29B11 0,66  
Fab-IL-2 qm-Fab de 29B11 0,85  
Fab-IL-2-Fab de 4G8 0,65 

 20 
En particular, estos experimentos de unión demostraron que los ligantes de FAP de afinidad madurada 28H1, 
29B11, 14B3 y 4B9 en forma de Fab-IL-2 qm-Fab mostraron una unión absoluta a las células diana HEK 293-FAP 
superior a la de los inmunoconjugados Fab-IL-2-Fab basándose en los ligantes de FAP parentales 3F2 (29B11, 
14B3, 4B9) y 4G8 (28H1) (figura 17), reteniendo simultáneamente una elevada especificidad y la falta de unión de 
las células HEK 293 transfectadas con DPPIV, un homólogo próximo de FAP, o de las células HEK 293 falsamente 25 
transfectadas. A título comparativo, se utilizó como control positivo el anticuerpo de ratón anti-CD26 humano-PE 
DPPIV clon M-A261 (BD Biosciences, nº 555437) (figura 19). El análisis de las propiedades de internalización mostró 
que la unión de los inmunoconjugados Fab-IL-2-Fab no resulta en la inducción de la internalización de FAP (figura 
20). 
 30 
En un experimento adicional, la unión de los inmunoconjugados IgG-IL-2 qm y Fab-IL-2 qm-Fab basados en 4G8 
con diana en FAP expresados sobre células HEK293 transfectadas establemente se midió mediante FACS. Se 
muestran los resultados en la figura 48. Los datos demuestran que el inmunoconjugado IgG-IL-2 qm se une a las 
células expresantes de FAP con un valor de EC50 de 0,9 nM, comprable al del constructo Fab-IL-2 qm-Fab basado 
en 4G8 correspondiente (0,7 nM). 35 
 
Los inmunoconjugados Fab-IL-2-Fab anti-FAP de afinidad madurada que comprendían IL-2 de tipo salvaje o el 
mutante cuádruple seguidamente se sometieron a ensayo en ensayos celulares en comparación con proleuquina, tal 
como se indica en los ejemplos, anteriormente. 
 40 
Se midió la liberación de IFN-γ inducida por IL-2 en el sobrenadante mediante ELISA tras la incubación de la línea 
NK92 de células NK con dichos inmunoconjugados (figura 21) durante 24 horas. Las células NK92 expresan CD25 
sobre su superficie. Los resultados muestran que el inmunoconjugado Fab-IL-2-Fab que comprende IL-2 de tipo 
salvaje era menos potente en la inducción de la liberación de IFN-γ que la proleuquina, tal como sería de esperar a 
partir de la afinidad aproximadamente  10 veces inferior del inmunoconjugado Fab-IL-2 wt-Fab para el heterodímero 45 
IL-2R βγ. Los inmunoconjugados Fab-IL-2 qm-Fab eran bastante comparables al constructo de tipo salvaje 
respectivo para un clon seleccionado en términos de potencia y de inducción absoluta de la liberación de IFN-γ a 
pesar del hecho de que las células NK92 expresan cierta cantidad de CD25. Sin embargo, pudo observarse que el 
Fab-IL-2 qm-Fab de 29B11 indujo una menor liberación de citoquina en comparación con Fab-IL-2 wt-Fab de 29B11, 
así como los constructos de 28H1 y de 4G8, para los que únicamente se produjo un pequeño cambio de potencia 50 
observado para Fab-IL-2 qm-Fab respecto a Fab-IL-2 wt-Fab. 
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Además, el inmunoconjugado Fab-IL-2 qm-Fab basado en MHLG1-KV9 con diana en MCSP se comparó con los 
inmunoconjugados Fab-IL-2 qm-Fab basados en 28H1 y 29B11 en el ensayo de liberación de IFN-γ sobre células 
NK92. La figura 22 muestra que Fab-IL-2 qm-Fab basado en MHLG1-KV9 con diana en MCSP es bastante 
comparable en la inducción de la liberación de IFN-γ a los inmunoconjugados Fab-IL-2 qm-Fab con diana en FAP. 5 
 
Posteriormente, la inducción de la proliferación de las células NK92 por parte de IL-2 durante un periodo de 3 días 
se evaluó en un ensayo de proliferación mediante la medición de ATP utilizando CellTiter Glo (Promega) (figura 23). 
Dado que las células NK92 expresan cantidades reducidas de CD25, pudo detectarse una diferencia entre los 
inmunoconjugados Fab-IL-2-Fab que comprendían IL-2 de tipo salvaje y los inmunoconjugados que comprendían IL-10 
2 mutante cuádruple en el ensayo de proliferación; sin embargo, bajo condiciones de saturación, ambos alcanzaron 
una inducción absoluta similar de la proliferación. 
 
En un experimento posterior, los presentes inventores estudiaron los efectos del inmunoconjugado Fab-IL-2 qm-Fab 
de 28H1 dirigido a FAP de afinidad madurada de sobre la inducción de la fosforilación de STAT5 en comparación 15 
con Fab-IL-2 wt-Fab de 28H1 y con proleuquina en células NK humanas, células T CD4+, células T CD8+ y células 
Treg procedentes de PBMC humanas (figura 24). Para las células NK y las células T CD8+, las cuales muestran un 
nivel de expresión de C25 nulo o muy bajo (es decir, la señalización de IL-2R se encuentra mediada por el 
heterodímero IL-2R βγ), los resultados demuestran que el inmunoconjugado Fab-IL-2-Fab que comprende IL-2 de 
tipo salvaje era aproximadamente  10 veces menos potente en la inducción de la liberación de IFN-γ que la 20 
proleuquina, y que el inmunoconjugado Fab-IL-2 qm-Fab era sólo muy ligeramente menos potente que el constructo 
Fab-IL-2 wt-Fab. En las células T CD4+ que muestran una rápida regulación positiva de CD25 al ser estimuladas, 
Fab-IL-2 qm-Fab resultó ser menos potente que el inmunoconjugado Fab-IL-2 wt-Fab, aunque todavía mostró una 
inducción comparable de la señalización de IL-2R a concentraciones de saturación. Esto contrasta con las células 
Treg, en las que la potencia de Fab-IL-2 qm-Fab se encontraba significativamente reducida en comparación con el 25 
constructo Fab-IL-2 wt-Fab debido a la elevada expresión de CD25 sobre las células Treg y la consecuente elevada 
afinidad de unión del inmunoconjugado Fab-IL-2 wt-Fab para CD25 sobre las células Treg. Como consecuencia de la 
eliminación de la unión de CD25 en el inmunoconjugado Fab-IL-2 qm-Fab, la señalización de IL-2 en células Treg 
únicamente resultó activada por el heterodímero IL-2R βγ a concentraciones a las que la señalización de IL-2R 
sobre las células efectoras CD25-negativas resulta activada por el heterodímero IL-2R βγ. Los valores pM EC50 30 
respectivos se proporcionan en la Tabla 13. 
 

TABLA 13. Inducción de la liberación de IFN-γ a partir de células NK por parte de los inmunoconjugados Fab-IL-2-
Fab de 28H1 con diana en FAP que comprenden polipéptidos IL-2 mutantes. 

EC50 [pM] Células NK Células T CD8+ Células T CD4+ Células Treg 
Proleuquina 222 1071 92 1 
Fab-IL-2 wt-Fab de 28H1 3319 14458 3626 15 
Fab-IL-2 qm-Fab de 28H1 3474 20583 70712 19719 

 35 
En otro conjunto de experimentos, se investigó la actividad biológica de los inmunoconjugados IgG-IL-2 y Fab-IL-2 
qm-Fab basados en 4G8 con diana en FAP en varios ensayos celulares. 
 
Se estudiaron los inmunoconjugados IgG-IL-2 qm basado en 4G8 con diana en FAP y Fab-IL-2 qm-Fab basado en 
28H1, para la inducción de la liberación de IFN-γ por parte de células NK92 inducida por la activación de la 40 
señalización de IL-2R βγ. La figura 49 muestra que el inmunoconjugado IgG-IL-2 qm basado en 4G8 con diana en 
FAP resultaba igualmente eficaz en la inducción de la liberación de IFN-γ que el inmunoconjugado Fab-IL-2 qm-Fab 
basado en 28H1 de afinidad madurada. 
 
Los presentes inventores también estudiaron los efectos del inmunoconjugado IgG-IL-2 qm basado en 4G8 con 45 
diana en FAP sobre la fosforilación de STAT5 en comparación con los inmunoconjugados Fab-IL-2 wt-Fab y Fab-IL-
2 qm-Fab basados en 28H1, así como de la proleuquina, sobre células NK humanas, células T CD4+, células T 
CD8+ y células Treg procedentes de células PBMC. Los resultados de estos experimentos se muestran en la figura 
50. Para las células NK y T CD8+, el inmunoconjugado IgG-IL-2 qm basado en 4G8 era <10 veces menos potente en 
la inducción de la fosforilación de STAT5 que la proleuquina, aunque ligeramente más potente que los 50 
inmunoconjugados Fab-IL-2 wt-Fab y Fab-IL-2 qm-Fab basados en 28H1. En células T CD4+ el inmunoconjugado 
IgG-IL-2 qm basado en 4G8 era menos potente que el inmunoconjugado Fab-IL-2 wt-Fab de 28H1, aunque 
ligeramente más patente que el inmunoconjugado Fab-IL-2 qm-Fab de 28H1 y todavía mostraba inducción de la 
señalización de IL-2R a concentraciones de saturación, comparable a la proleuquina y a Fab-IL-2 wt-Fab de 28H1. 
Lo anterior contraste con las células Treg, en las que la potencia de los inmunoconjugados IgG-IL-2 qm basado en 55 
4G8 y Fab-IL-2 qm-Fab de 28H1 se encontraba significativamente reducida en comparación con el 
inmunoconjugado Fab-IL-2 wt-Fab. 
 
Conjuntamente los resultados indican que la IL-2 mutante cuádruple descrita en la presente memoria es capaz de 
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activar la señalización de IL-2R mediante el heterodímero IL-2R βγ de modo similar a la IL-2 de tipo salvaje, pero 
que no resulta en una estimulación preferente de las células Treg respecto a otras células efectoras. 
 
Ejemplo 8  
 5 
Se evaluaron los efectos antitumorales de los inmunoconjugados Fab-IL-2 qm-Fab con diana en FAP in vivo en 
comparación con los inmunoconjugados Fab-IL-2 wt-Fab con diana en FAP en modelos de xenoinjerto de ACHN y 
singénicos de LLC1. Todos los inmunoconjugados Fab-IL-2-Fab con diana en FAP (que comprendían IL-2 de tipo 
salvaje o mutante cuádruple) reconocían la FAP murina, así como el IL-2R murino. Aunque el modelo de xenoinjerto 
de ACHN en ratones transgénicos para FcγRIII SCID-humanos es fuertemente positivo para FAP en las IHC, es un 10 
modelo de inmunocompromiso y únicamente puede reflejar mecanismos inmunológicos efectores mediados por 
células NK y/o macrófagos/monocitos, pero no presenta inmunidad mediada por células T y de esta manera no 
puede reflejar AICD o efectos mediados por células Treg. El modelo singénico LLC1, en contraste en ratones 
totalmente inmunocompetentes, también puede reflejar mecanismos inmunológicos efectores mediados por células 
T adaptativos, aunque muestra un nivel de expresión bastante reducido de FAP en el estroma murino. De esta 15 
manera, cada uno de dichos modelos refleja parcialmente la situación observada en los tumores humanos. 
 
Modelo de xenoinjerto de carcinoma renal ACHN 
 
Se sometieron a ensayo inmunoconjugados Fab-IL-2 wt-Fab y Fab-IL-2 qm-Fab basados en 4G8 con diana en FAP, 20 
utilizando la línea celular ACHN de adenocarcinoma de las células renales, inyectados intrarrenalmente en ratones 
transgénicos para FcγRIII SCID-humanos. Las células ACHN se obtuvieron originalmente de la ATCC (American 
Type Culture Collection) y tras la expansión se depositaron en el banco celular propio de Glycart. Las células ACHN 
se cultivaron en DMEM que contenía FCS al 10%, a 37ºC en una atmósfera saturada de agua con 5% de CO2. Se 
utilizó el pase 18 in vitro para la inyección intrarrenal, con una viabilidad de 98,4%. Se realizó una pequeña incisión 25 
(2 cm) en el flanco derecho y pared peritoneal de ratones SCID anestesiados. Se inyectaron cincuenta µl de 
suspensión celular (1x106 células ACHN en medio AimV) 2 mm subescapularmente en el riñón. Se cerraron las 
heridas de la piel y de la pared peritoneal con grapas. Los ratones SCID-FcγRIII hembra (GLYCART-RCC), de 8 a 9 
semanas de edad al inicio del experimento (criados en RCC, Suiza) se mantuvieron bajo condiciones libres de 
patógenos con ciclos diarios de 12 horas de luz/12 horas de oscuridad de acuerdo a directrices acordadas (GV-30 
Solas, Felasa, TierschG). El protocolo del estudio experimental fue revisado y autorizado por el gobierno local (P 
2008016). Tras su llegada, los animales se mantuvieron durante una semana para que se aclimatasen al nuevo 
entorno y para su observación. Se llevó a cabo un seguimiento continuo periódico de su estado de salud. Los 
ratones recibieron inyecciones intrarrenales el día de estudio 0 de 1x106 células ACHN, se agruparon aleatoriamente 
y se pesaron. Una semana después de la inyección de células tumorales, los ratones recibieron i.v. Fab-IL-2 wt-Fab 35 
de 4G8 y Fab-IL-2 qm-Fab de 4G8 tres veces a la semana durante tres semanas. Todos los ratones recibieron 
inyecciones i.v. de 200 µl de la solución apropiada. Los ratones en el grupo de vehículo recibieron inyecciones de 
PBS y los grupos de tratamiento, inmunoconjugado Fab-IL-2 wt-Fab o Fab-IL-2 qm-Fab de 4G8. Con el fin de 
obtener la cantidad correcta de inmunoconjugado por cada 200 µl, las soluciones madre se diluyeron con PBS en 
caso necesario. La figura 25 muestra que ambos inmunoconjugados, Fab-IL-2 wt-Fab y Fab-IL-2 qm-Fab de 4G8, 40 
mediaron en una eficacia superior en términos de mediana incrementada de la supervivencia en comparación con el 
grupo de vehículo, con una ventaja para el inmunoconjugado Fab-IL-2 wt-Fab de 4G8 frente a Fab-IL-2 qm-Fab de 
4G8 en términos de eficacia. 
 

TABLA 14-A 45 

Compuesto  Dosis Tampón de formulación Concentración 
(mg/ml) 

Fab-IL-2-Fab de tipo salvaje de 4G8=FAP 
4G8 wt 

20 µg Fosfato potásico 25 mM, 
NaCl 125 mM, 
Glicina 10 mM, pH 6,7 

1,45 

Fab-IL-2-Fab mutante cuádruple de 
4G8=FAP 4G8 qm 20 µg 

Fosfato potásico 25 mM, 
NaCl 125 mM, 
Glicina 10 mM, pH 6,7 

4,25 

 
Modelo singénico LLC1 de carcinoma pulmonar de Lewis 
 
Los inmunoconjugados Fab-IL2 qm-Fab de 4G8 y Fab-IL-2 qm-Fab de 28H1 con diana en FAP se sometieron a 
ensayo utilizando la línea celular LLC1 de carcinoma pulmonar de Lewis de ratón, inyectada i.v. en ratones Black 6. 50 
Las células LLC1 de carcinoma pulmonar de Lewis se obtuvieron originalmente de la ATCC y tras la expansión se 
depositaron en el banco celular propio de Glycart. La línea celular tumoral se cultivó rutinariamente en DMEM que 
contenía FCS al 10% (Gibco) a 37ºC en una atmósfera saturada de agua con 5% de CO2. Se utilizó el pase 10 para 
el trasplante, con una viabilidad de 97,9%. Se inyectaron i.v. 2x106 células por animal en la vena de la cola en 200 µl 
de medio de cultivo celular Aim V (Gibco). Los ratones Black 6 (Charles River, Alemania), de 8 a 9 semanas de edad 55 
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al inicio del experimento se mantuvieron bajo condiciones específicas libres de patógenos con ciclos diarios de 12 
horas de luz/12 horas de oscuridad de acuerdo a directrices acordadas (GV-Solas, Felasa, TierschG). El protocolo 
del estudio experimental fue revisado y autorizado por el gobierno local (P 2008016). Tras su llegada, los animales 
se mantuvieron durante una semana para que se aclimatasen al nuevo entorno y para su observación. Se llevó a 
cabo un seguimiento continuo periódico de su estado de salud. Los ratones recibieron inyecciones i.v. el día de 5 
estudio 0 de 2x105 células LLC1, se agruparon aleatoriamente y se pesaron. Una semana después de la inyección 
de células tumorales, los ratones recibieron i.v. Fab-IL-2 qm-Fab de 4G8 y Fab-IL-2 qm-Fab de 28H1 tres veces a la 
semana durante tres semanas. Todos los ratones recibieron inyecciones i.v. de 200 µl de la solución apropiada. Los 
ratones en el grupo de vehículo recibieron inyecciones de PBS y los grupos de tratamiento, inmunoconjugado Fab-
IL-2 qm-Fab de 4G8 o Fab-IL-2 qm-Fab de 28H1. Con el fin de obtener la cantidad correcta de inmunoconjugado por 10 
cada 200 µl, las soluciones madre se diluyeron con PBS en caso necesario. La figura 26 muestra que los 
constructos Fab-IL-2 qm-Fab de 4G8 ó Fab-IL-2 qm-Fab de 28H1 mediaron en una eficacia superior en términos de 
una mediana incrementada de la supervivencia en comparación con el grupo de vehículo. 
 

TABLA 14-B 15 
Compuesto  Dosis Tampón de formulación concentración 

(mg/ml) 
Fab-IL-2-Fab mutante 
cuádruple de 28H1=FAP 28H1 
qm 

30 µg Fosfato potásico 25 mM, 
NaCl 125 mM, 

Glicina 10 mM, pH 6,7 

2,74 

Fab-IL-2-Fab mutante 
cuádruple de 4G8= FAP 4G8 
qm 

30 µg Fosfato potásico 25 mM, 
NaCl 125 mM, 

Glicina 10 mM, pH 6,7 

4,25 
  

 
En otro experimento, los inmunoconjugados Fab-IL2 wt-Fab de 28H1 y Fab-IL-2 qm-Fab de 28H1 con diana en FAP 
se sometieron a ensayo utilizando la misma línea celular LLC1 de carcinoma pulmonar de Lewis de ratón, inyectada 
i.v. en ratones Black 6. Se utilizó el pase 9 para el trasplante, con una viabilidad de 94,5%. Se inyectaron i.v. 2x106 
células por animal en la vena de la cola en 200 µl de medio de cultivo celular Aim V (Gibco). Los ratones recibieron 20 
inyecciones i.v. el día de estudio 0 de 2x105 células LLC1, se agruparon aleatoriamente y se pesaron. Una semana 
después de la inyección de células tumorales, los ratones recibieron i.v. Fab-IL-2 wt-Fab de 28H1 y Fab-IL-2 qm-Fab 
de 28H1 tres veces a la semana durante tres semanas. Todos los ratones recibieron inyecciones i.v. de 200 µl de la 
solución apropiada. Los ratones en el grupo de vehículo recibieron inyecciones de PBS y el grupo de tratamiento, de 
constructos Fab-IL-2 wt-Fab de 28H1 ó Fab-IL-2 qm-Fab de 28H1. Con el fin de obtener la cantidad correcta de 25 
inmunoconjugado por cada 200 µl, las soluciones madre se diluyeron con PBS en caso necesario. La figura 27 
muestra que ambos inmunoconjugados, Fab-IL-2 wt-Fab y Fab-IL-2 qm-Fab de 28H1, mediaron en una eficacia 
superior en términos de mediana incrementada de la supervivencia en comparación con el grupo de vehículo, con 
una ligera ventaja para el inmunoconjugado Fab-IL-2 wt-Fab de 28H1 frente a Fab-IL-2 qm-Fab de 28H1 en términos 
de eficacia. 30 
 

TABLA 14-C 
Compuesto  Dosis Tampón de formulación concentración 

(mg/ml) 
Fab-IL-2-Fab mutante cuádruple de 
28H1=FAP 28H1 qm 

45 µg Fosfato potásico 25 mM, 
NaCl 125 mM, 

Glicina 10 mM, pH 6,7 

2,74 

Fab-IL-2-Fab de tipo salvaje de 
28H1= FAP 28H1 wt 

45 µg Fosfato potásico 25 mM, 
NaCl 125 mM, 

Glicina 10 mM, pH 6,7 

1,66 

 
Ejemplo 9  
 35 
El Fab-IL-2 qm-Fab basado en 4G8 con diana en FAP seguidamente se comparó con el inmunoconjugado Fab-IL-2 
wt-Fab basado en 4G8 con diana en FAP en un estudio de siete días de toxicidad intravenosa y toxicocinético en 
ratones Black 6. La Tabla 15 muestra el diseño de los estudios de toxicidad y toxicocinéticos. 
 

TABLA 15. Diseño de los estudios. 40 

Grupo Tipo  Dosis 
(µg/kg) Objetivo  

1 DPBS  0 Control  
2 

4G8 Fab-IL-2 wt-Fab  
4,5 

Titulación de la                   
toxicidad  3 9,0 

4 Fab-IL-2 qm-Fab de 4G8  4,5 

ES 2 579 987 T3

 



65 

 

5 9,0 
    

6 Fab-IL-2 wt-Fab de 4G8  4,5 

Estudio toxicocinético  
7  9,0 
8 Fab-IL-2 qm-Fab de 4G8  4,5 
9  9,0 

 
El objetivo del presente estudio era caracterizar y comparar los perfiles de toxicidad y toxicocinéticos de Fab-IL2-Fab 
de tipo salvaje (wt) de 4G8 con diana en FAP interleuquina-2 (IL-2) y Fab-IL-2-Fab mutante cuádruple de G48 con 
diana en FAP IL-2 (qm) tras la administración intravenosa una vez al día en ratones macho no portadores de tumor 
durante 7 días. Para este estudio, 5 grupos de 5 ratones macho/grupo recibieron administraciones intravenosas de 0 5 
(control de vehículo), 4,5 ó 9 µg/g/día de IL-2 wt, o de 4,5 ó 9 µg/g/día de IL-2 qm. Cuatro grupos adicionales de 6 
ratones macho/grupo recibieron 4,5 ó 9 µg/g/día de IL-2 wt o de 4,5 ó 9 µg/g/día de IL-2 qm con el fin de evaluar las 
toxicocinéticas. Se cambió la duración del estudio de 7 días a 5 días debido a la observación de indicios clínicos en 
los animales que recibieron 4,5 y 9 µg/g/día de IL-2 wt. La evaluación de la toxicidad se basó en la mortalidad, en 
observaciones vitales, peso corporal y patología clínica y anatómica. Se extrajo sangre en diversos puntos 10 
temporales de los animales en los grupos toxicocinéticos para el análisis toxicocinético. Los datos toxicocinéticos 
demostraron que los ratones tratados con IL-2 wt o con IL-2 qm presentaban niveles plasmáticos medibles hasta la 
última extracción, indicando que los ratones habían estado expuestos a los compuestos respectivos durante todo el 
tratamiento. Día 1 Los valores AUC0-inf sugieren una exposición comparable de IL-2 wt e IL-2 qm a ambos niveles 
de dosis. Se extrajeron muestras dispersas el día 5, mostrando concentraciones plasmáticas equivalentes a las del 15 
día 1, que no sugerían la acumulación tras 5 días de dosificación de cualquiera de los compuestos. En mayor 
detalle, se obtuvieron los resultados siguientes. 
 
Toxicocinética 
 20 
La Tabla 16 resume los parámetros toxicocinéticos plasmáticos medios para Fab-IL-2 qm-Fab y Fab-IL-2 wt-Fab de 
4G8 con diana en FAP determinados mediante WinNonLin versión 5.2.1 y una ELISA comercial específica de kappa 
(kit de cuantificación ELISA kappa humano, Bethyl Laboratories). 
 

TABLA 16. 25 
  Grupo 6 

4G8- 
FAP-tipo 
salvaje  

IL-2  

Grupo 7 4G8- 
FAP-tipo 
salvaje  

IL-2  

Grupo 8 4G8- 
FAP-mutante IL-

2 

Grupo 9 4G8- 
FAP-mutante IL-

2 

  
Parámetro  unidades  

Cmax  ng/ml  47198 97986 60639 146416 
Cmax/Dosis 
ABC  

(ng/ml)/(µg/g)  0,011 0,011 0,0135 0,016 

ABC/Dosis  ng*h/ml  331747 747449 355030 926683 

T1/2z  (ng*h/ml)/(µg/g) h  0,074 
3,6 

0,083 
3,11 

0,079 
4,3 

0,103 
3,12 

Dosis original  µg/g  4,5 9 4,5 9 
Vía   IV IV IV IV 
*Los parámetros toxicocinéticos se calcularon en WinNonlin versión 5.2.1 utilizando análisis no 
compartimentalizado  

 
Las concentraciones en suero individuales se proporcionan a continuación:  
 

Grupo (dosis)  Día del sangrado 
Tiempo 
(h)  Animal  

Conc. en 
suero 

(ng/ml) 

Conc. 
media 
(ng/ml) 

 1 1  26  
27  

64241 
30155 

47198 

1 5,5  28  
29  

14693 
16875 

15784  
Grupo 6 (4.5 µg/g)  

Fab-II2-Fab WT de 4G8 
1 24  30  

31  
318 
520 

419 

  29  13061 13335 
 5 5,5  30  13620  
   31  13325  
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Grupo 7 (9 µg/g)  
Fab-II2-Fab WT de 4G8 

1 1  32  
33  

101208 
94764 

97986 

1 5,5  34  
35  

35766 
32359 

34062 

1 24  36  
37  

573 
588 

580 

  32  31779 37473 
 5 5,5  33  

35  
51143 
53409 

 

   36  13562  

Grupo 8 (4.5 µg/g)  
Fab-II2-Fab mutante de 4G8 

1 1  38  
39  

73326 
47953 

60639 

1 5,5  
40  
41  

12168 
14371 

13269 

1 24  42  
43  

494 
487 

490 

5 5,5  40  
41  

6561 
15352 

10957 

5 24  

38 
39  
42  
43  

608 
543 

1298 
437 

721 

Grupo 9 (9 µg/g)  
Fab-II2-Fab mutante de 4G8 

1 1  44  
45  

162970 
129862 

146416 

1 5.5  46  
47  

20475 
29125 

24800 

1 24  
48  
49  

478 
509 

493 

5 5.5  46  
47  

20504 
75557 

48031 

5 24  

44  
45  
48  
49  

634 
796 
661 
719 

703 

 
Estos datos demuestran que tanto Fab-IL-2 qm-Fab de 4G8 como Fab-IL-2 wt-Fab de 4G8 mostraban propiedades 
farmacocinéticas comparables con una exposición ligeramente superior para Fab-IL-2 qm-Fab de 4G8. 
 
Mortalidad  5 
 
En el grupo de 9 µg/g de Fab-IL-2 wt-Fab de 4G8 con diana en FAP, se produjo mortalidad relacionada con el 
tratamiento en un animal previamente a la necropsia, el día 5. Se observaron hipoactividad, piel fría y postura 
encorvada previamente a la muerte. Este animal probablemente murió debido a una combinación de infiltración 
celular en el pulmón que se vio acompañada de edema y hemorragia y necrosis marcada de la médula ósea. Se 10 
resumen los datos de mortalidad en la Tabla 17. 
 

TABLA 17. Mortalidad el día 5. 
Grupo Tipo  Dosis (µg/kg) Muertos Sacrificio por toxicidad severa** Total 

1 DPBS  0 0/5 0/5 0/5 
2 

Fab-IL-2 wt-Fab de 4G8 
4,5 0/5 5/5 5/5 

3 9 1/5* 4/5 4/5 
4 

Fab-IL-2 qm-Fab de 4G8 
4,5 0/5 0/5 0/5 

5 9 0/5 0/5 0/5 
 

6 Fab-IL-2 wt-Fab de 4G8 4,5 1/6 5/6 6/6 
7  9 2/6 4/6 6/6 
8 Fab-IL-2 qm-Fab de 4G8 4,5 0/6 0/6 0/6 
9  9 0/6 0/6 0/6 

* progresando a necrosis 
** el estudio se planificó para que durase siete días, pero todos los ratone tratados con el inmunoconjugado de 

IL-2 de tipo salvaje resultaron afectados marcadamente llegado el día 5 y se sacrificaron ya que no se esperaba 
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que sobreviviesen. 
 
Observaciones clínicas  
 
Se registraron observaciones de hipoactividad, piel fría y postura encorvada en los animales que recibieron 4,5 y 9 
µg/g/día de IL-2 wt. Se resumen las observaciones clínicas en la Tabla 18.  5 
 

TABLA 18. Observaciones clínicas el día 5. 
Grupo Tipo  Dosis (µg/kg) Postura encorvada Hipoactivo Frío al tacto 

1 DPBS  0 0/5 0/5 0/5 
2 

Fab-IL-2 wt-Fab de 4G8 
4,5 4/5 4/5 5/5 

3 9 5/5 5/5 5/5 
4 

Fab-IL-2 qm-Fab de 4G8 
4,5 0/5 0/5 0/5 

5 9 0/5 0/5 0/5 
      

6 Fab-IL-2 wt-Fab de 4G8 4,5 6/6 2/6 2/6 
7  9 6/6 5/6 6/6 
8 Fab-IL-2 qm-Fab de 4G8 4,5 0/6 0/6 0/6 
9  9 0/6 0/6 0/6 

 
Peso corporal  
 10 
Se observó una reducción moderada del peso corporal tras 5 días de tratamiento en animales que recibieron 4,5 y 9 
(9% y 11%, respectivamente) µg/g/día de IL-2 wt. Se observó una ligera reducción del peso corporal tras 5 días de 
tratamiento en animales que habían recibido 4,5 ó 9 (2% y 1%, respectivamente) µg/g/día de IL-2 qm. También se 
observó una reducción moderada (9%) de peso corporal en los controles de vehículo tras 5 días de tratamiento. Sin 
embargo, el porcentaje de reducción había sido de 5% si se hubiese excluido un valor potencialmente atípico 15 
(animal nº 3). La pérdida de peso corporal en el grupo de vehículo podría atribuirse a estrés. 
 
Hematología  
 
Se observó un recuento reducido de plaquetas en los animales que recibieron 4,5 (de ~4,5 veces) y 9 µg/g/día (de 20 
~11 veces) Fab-IL-2 wt-Fab de 4G8, lo que se correlaciona con un número reducido de megacariocitos en la médula 
ósea, así como efectos sistémicos de consumo (fibrina) en el bazo y pulmón de estos animales (ver la sección de 
histopatología, posteriormente). Estos resultados indican que el recuento plaquetario reducido probablemente se 
debe a los efectos combinados del consumo y reducción de la producción/hiperplasia en la médula ósea debido al 
incremento de la producción de linfocitos/células mieloides como efecto directo o indirecto de la IL-2. 25 
 
Los resultados hematológicos de relación incierta con la administración de compuesto consistían de una reducción 
del recuento absoluto de linfocitos con Fab-IL-2 wt-Fab de 4G8 a las dosis de 4,5 (de ~5 veces) y de 9 µg/g (de ~3 
veces) en comparación con el valor medio del grupo de control de vehículo. Estos resultados no presentan una clara 
dependencia de la dosis, pero podrían considerarse secundarios a los efectos asociados al estrés en las 30 
observaciones vitales o una farmacología exagerada del compuesto (migración de los linfocitos al interior de los 
tejidos). No se produjeron cambios hematológicos relacionados con el tratamiento atribuibles a la administración de 
Fab-IL-2 qm-Fab de 4G8. Unos cuantos resultados hematológicos aislados eran estadísticamente diferentes de sus 
controles respectivos. Sin embargo, estos resultados eran de insuficiente magnitud para sugerir una relevancia 
patológica. 35 
 
Patología macroscópica e histopatología   
 
Entre los resultados generales relacionados con el tratamiento se incluyen un agrandamiento del bazo, observado 
en 5/5 y 4/5 de los ratones de los grupos de 4,5 y 9 µg/g de Fab-IL-2 wt-Fab de 4G8, respectivamente, y en 1/5 en 40 
los grupos de tratamiento de 4,5 y 9 µg/g de Fab-IL-2 qm-Fab de 4G8. 
 
Se observaron resultados histopatológicos relacionados con el tratamiento en los grupos que recibieron 4,5 y 9 µg/g 
de Fab-IL-2 wt-Fab de 4G8 y que recibieron 4,5 y 9 µg/g de Fab-IL-2 qm-Fab de 4G8, en pulmón, médula ósea, 
hígado, bazo y timo, con diferencias de incidencia, gradación de la severidad o naturaleza de los cambios, tal como 45 
se informa posteriormente. 
 
Los resultados histopatológicos relacionados con el tratamiento en el pulmón consistían de infiltración mononuclear 
leve a marcada en 5/5 ratones de los grupos de 4,5 y 9 µg/g de Fab-IL-2 wt-Fab de 4G8 y marginalmente en 5/5 
ratones de los grupos de 4,5 y 9 µg/g de Fab-IL-2 qm-Fab de 4G8. La infiltración monuclear consistía de linfocitos 50 
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(algunos de los cuales se observó que presentaba gránulos citoplasmáticos), así como de macrófagos reactivos. 
Estas células se observó con frecuencia que presentaban patrones vasocéntricos, frecuentemente observando 
marginación dentro de los vasos pulmonares. También se observaron estas células circundando a los vasos, aunque 
en casos más severos el patrón era más difuso. Se observó hemorragia marginal a leve en 5/5 ratones de los grupos 
de 4,5 y 9 µg/g de Fab-IL-2 wt-Fab de 4G8 y marginalmente en 2/5 ratones en el grupo de 9 µg/g de Fab-IL-2 qm-5 
Fab de 4G8. Aunque la hemorragia se observó con mayor frecuencia perivascularmente, en casos más severos se 
observó en los espacios alveolares. Se observó edema leve a moderado en 5/5 ratones de los grupos de 4,5 y 9 
µg/g de Fab-IL-2 wt-Fab de 4G8 y marginalmente en 5/5 ratones en el grupo de 9 µg/g de Fab-IL-2 qm-Fab de 4G8. 
Aunque se observó edema con frecuencia perivascularmente, en casos más severos también se observó en los 
espacios alveolares. Se observó degeneración celular marginal y cariorrexis en 2/5 y 5/5 ratones en los grupos de 10 
4,5 y 9 µg/g de Fab-IL-2 wt-Fab de 4G8, respectivamente, y consistía de degeneración de leucocitos infiltrantes o 
reactivos. Los animales seleccionados con tinciones de MSB eran positivos para fibrina, observada dentro de los 
pulmones de los animales en los grupos de 4,5 y 9 µg/g de Fab-IL-2 wt-Fab de 4G8, lo que se correlaciona en parte 
con el recuento reducido de plaquetas en estos animales. 
 15 
Entre los cambios relacionados con el tratamiento en la médula ósea se incluían una celularidad global de la médula 
ósea marginal a levemente incrementada en 5/5 ratones y en 2/5 ratones de ambos grupos de 4,5 y de 5/5 y 2/5 
ratones en ambos grupos de 9 µg/g de Fab-IL-2 wt-Fab de 4G8 y Fab-IL-2 qm-Fab de 4G8, respectivamente. Lo 
anterior se caracterizaba por una hiperplasia de linfocitos-mielocitos marginal a moderadamente incrementada en 
dichos grupos, apoyada en parte por un número incrementado de células T CD3-positivas dentro de la médula y 20 
senos (específicamente linfocitos T, confirmados mediante inmunohistoquímica con el marcador pan-células T CD3 
en animales seleccionados). El incremento de las células T CD3-positivas fue moderado en ambos grupos de Fab-
IL-2 wt-Fab de 4G8 y marginal a leve en ambos grupos de Fab-IL-2 qm-Fab de 4G8. Las reducciones marginales a 
leves de los megacariocitos se observaron en 2/5 ratones en el grupo de 4,5 y 5/5 ratones en el de 9 µg/g de Fab-IL-
2 wt-Fab de 4G8 y se observaron reducciones marginales a moderadas de los precursores eritroides en 3/5 ratones 25 
en el grupo de 4,5 y de 5/5 en el grupo de 9 µg/g de Fab-IL-2 wt-Fab de 4G8. Se observó necrosis de la médula 
ósea en 1/5 ratones en el grupo de 4,5 (mínima) y en 5/5 ratones en el grupo de 9 (leve a marcada) µg/g de Fab-IL-2 
wt-Fab de 4G8. El número reducido de megacariocitos en la médula ósea se correlaciona con un recuento reducido 
de plaquetas, que podría deberse a una hiperplasia directa de la médula ósea debido al número incrementado de 
linfocitos/precursores mieloides y/o a necrosis de la médula ósea, y/o al consumo de plaquetas debido a la 30 
inflamación de diversos tejidos (ver bazo y pulmón). El número reducido de precursores eritroides observado en la 
médula ósea no se correlacionaba con los resultados hematológicos de sangre periférica probablemente debidos a 
efectos temporales (observados en la médula ósea antes que en la sangre periférica) y la vida media más larga de 
los eritrocitos periféricos (en comparación con las plaquetas). El mecanismo de necrosis de la médula ósea podría 
ser secundario debido a la clara hiperplasia de la cavidad de la médula (debido a la producción y crecimiento de 35 
linfocitos/células mieloides), a la liberación sistémica o local de citoquinas procedentes de tipos celulares 
proliferantes, posiblemente relacionada con efectos locales de hipoxia o a otros efectos farmacológicos del 
compuesto. 
 
Los resultados relacionados con el tratamiento en el hígado consistían de infiltrados leves a moderados 40 
principalmente vasocéntricos de células mononucleares y necrosis de células individuales marginal a leve en 5/5 
ratones de los grupos de 4,5 y 9 µg/g de Fab-IL-2 wt-Fab de 4G8. Se observó necrosis marginal de células 
individuales en 2/5 y 4/5 ratones en los grupos de 4,5 y 9 µg/g de Fab-IL-2 qm-Fab de 4G8. El infiltrado mononuclear 
consistía principalmente de linfocitos (concretamente linfocitos T, confirmado mediante inmunohistoquímica con el 
marcador pan-células T CD3 realizado en animales seleccionados) que se observaron con mayor frecuencia en 45 
posición vasocéntrica, así como marginados dentro de los vasos centrales y portales. Algunos animales 
seleccionados para la tinción inmunohistoquímica para F4/80 mostraron un número y tamaño (activado) 
incrementados de macrófagos/células de Kupffer distribuidos en la totalidad de los sinusoides hepáticos en los 
grupos de 9 µg/g de Fab-IL-2 wt-Fab de 4G8 y de Fab-IL-2 qm-Fab de 4G8. 
 50 
Los resultados relacionados con el tratamiento en el bazo consistían de una hiperplasia/infiltración linfoide marcada 
e hiperplasia/infiltración de macrófagos leve a moderada en 5/5 ratones en los grupos de 4,5 y 9 µg/g de Fab-IL-2 
wt-Fab de 4G8 e hiperplasia/infiltración linfoide leve a moderada con hiperplasia/infiltración de macrófagos marginal 
a leve en 5/5 ratones en los grupos de 4,5 y 9 µg/g de Fab-IL-2 qm-Fab de 4G8. La inmunohistoquímica para los 
grupos de 9 µg/g de Fab-IL-2 wt-Fab de 4G8 y de Fab-IL-2 qm-Fab de 4G8 mostraba patrones diferentes, según el 55 
marcador pan-células T CD3, así como el marcador de macrófagos F4/80. Para el grupo de 9 µg/g de Fab-IL-2 wt-
Fab de 4G8, el patrón de inmunorreactividad de células T y macrófagos permaneció principalmente dentro de las 
áreas de pulpa roja, debido a que la arquitectura de los folículos primarios había sido alterada por la linfocitolisis y 
necrosis (descritas posteriormente). Para el grupo de 9 µg/g de Fab-IL-2 qm-Fab de 4G8, unas tinciones especiales 
demostraron un patrón similar al del control de vehículo, aunque con expansión de la pulpa blanca de la vaina 60 
linfoide periarteriolar (PALS), en una población de células T y un área expandida de mayor tamaño de pulpa roja. 
También resultaba evidente la positividad de las células T y macrófagos dentro de la pulpa roja, con un patrón 
similar al del grupo de control de vehículo, aunque expandido. Estos resultados se correlacionan con los resultados 
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macroscópicos del bazo agrandado. Se observó necrosis marginalmente en 3/5 ratones y marginal a levemente en 
5/5 ratones en los grupos de 4,5 y 9 µg/g de Fab-IL-2 wt-Fab de 4G8, respectivamente. La necrosis habitualmente 
se localiza en torno al área de los folículos primarios y los animales seleccionados mostraron un resultado positivo 
de la tinción MSB para fibrina en los grupos de 4,5 y 9 µg/g de Fab-IL-2 wt-Fab de 4G8, lo que se correlaciona en 
parte con el recuento reducido de plaquetas observado en estos animales. Se observó linfocitolisis en los grupos de 5 
4,5 µg/g (mínima a leve) y de 9 µg/g (moderada a marcada) de Fab-IL-2 wt-Fab. 
 
Entre los resultados relacionados con el tratamiento en el timo se incluyen incrementos mínimos a leves de linfocitos 
en los grupos de 4,5 y 9 µg/g de Fab-IL-2 wt-Fab de 4G8 y en el de 4,5 µg/g de Fab-IL-2 qm-Fab. El córtex y la 
médula no eran individualmente evidentes en los grupos de Fab-IL-2 wt-Fab de 4G8, pero la inmunohistoquímica 10 
para el marcador pan-células T (CD3) en animales seleccionados en los grupos de 9 µg/g de Fab-IL2 wt-Fab de 4G8 
y de 9 µg/g de Fab-IL-2 qm-Fab de 4G8 mostró una fuerte positividad para la mayoría de las células dentro del timo. 
El recuento incrementado de linfocitos en el timo se consideró un efecto farmacológico directo de ambos 
compuestos, en donde IL-2 indujo la proliferación de linfocitos migrantes al timo (células T) desde la médula ósea 
para su diferenciación y expansión clonal adicionales. Lo anterior se produjo en todos los grupos excepto en el de 9 15 
µg/g de Fab-IL-2 qm-Fab de 4G8, que probablemente es un efecto temporal. La linfocitolisis fue leve en el grupo de 
4,5 µg/g de Fab-IL-2 wt-Fab de 4G8, y moderada a marcada en el grupo de 9 µg/g de Fab-IL-2 wt-Fab de 4G8. Se 
observó un agotamiento linfoide moderado en los grupos de 4,5 y 9 µg/g de Fab-IL-2 wt-Fab de 4G8. Aunque estos 
resultados aparentemente son robustos en los grupos de 4,5 y 9 µg/g de Fab-IL-2 wt-Fab de 4G8, estos animales se 
describieron como moribundos el día 5, y la linfocitolisis leve a marcada, así como el agotamiento linfoide moderado, 20 
podrían relacionarse con dicha observación vital (efectos relacionados con el estrés debido a una mala condición 
física). 
 
Los resultados histopatológicos de relación incierta con la administración del compuesto en el hígado consistían de 
un infiltrado marginal de células mixtas (linfocitos y macrófagos)/activación observada en forma de pequeños 25 
focos/microgranulomas dispersos aleatoriamente en todo el hígado en 5/5 ratones en los grupos de 4,5 y 9 µg/g de 
Fab-IL-2 qm-Fab de 4G8. Este cambio marginal también se observó en el grupo de control de vehículo, aunque con 
menores incidencia y severidad. Se observó dilatación glandular y atropia del estómago marginal a levemente en 5/5 
ratones y se observó atrofia vellosa de la mucosa ileal marginalmente en 3/5 ratones en el grupo de 9 µg/g de Fab-
IL-2 wt-Fab de 4G8. Este resultado muy probablemente es atribuible a una mala condición física, observada en 30 
estos ratones, tal como un peso corporal reducido, especialmente en el grupo de 9 µg/g de Fab-IL-2 wt-Fab de 4G8 
en las observaciones vitales. 
 
Entre los resultados en el sitio de inyección se incluyen un infiltrado de células mixtas, edema perivascular y 
miodegeneración que se observó igualmente en el control de vehículo y en los grupos de 9 µg/g de Fab-IL-2 wt-Fab 35 
de 4G8 y de 9 µg/g de Fab-IL-2 qm-Fab de 4G8. Un animal presentaba necrosis epidérmica. Estos resultados no se 
atribuyeron al tratamiento o tratamientos mismos, sino a la inyección i.v. diaria y a la manipulación de la cola. Otro 
animal presentaba infiltración de macrófagos del músculo esquelético (observada en la sección histológica de tejido 
pulmonar) asociada a miodegeneración y miorregeneración probablemente debidas a una lesión crónica y no se 
atribuyó al tratamiento. Se observó agotamiento linfoide marginal en 3/5 y 4/5 ratones en los grupos de 4,5 y 9 µg/g 40 
de Fab-IL-2 qm-Fab de 4G8, respectivamente, y se atribuyó con toda probabilidad a cambios fisiológicos normales 
observados en el timo a medida que envejecen los ratones (también se observaron con una incidencia y severidad 
similares, 4/5 ratones, en los animales que recibieron control de vehículo). 
 
En conclusión, la administración intravenosa diaria de Fab-IL-2 wt-Fab de 4G8 ó de Fab-IL-2 qm-Fab de 4G8 a dosis 45 
de 4,5 ó 9 µg/g/día durante 5 días en ratones macho resultó en resultados histológicos relacionados con el 
tratamiento similares con ambos compuestos. Sin embargo, los resultados fueron generalmente más prevalentes y 
más severos con Fab-IL-2 wt-Fab de 4G8 con diana en FAP en el pulmón (figuras 28 y 29) (infiltración mononuclear 
consistente de linfocitos y macrófagos reactivos, hemorragia y edema), médula ósea (linfo-mielo-hiperplasia y 
celularidad incrementada), hígado (figura 30) (necrosis de células individuales, incremento del número y activación 50 
de las células de Kupffer/macrófagos), bazo (macroscópicamente agrandado, infiltración/hiperplasia de macrófagos 
y linfocitos) y timo (linfocitos incrementados). Además, la mortalidad, linfocitolisis, necrosis o degeneración celular en 
el pulmón, bazo, médula ósea y timo, así como el número reducido de megacariocitos y eritrocitos en la médula 
ósea y el recuento reducido de plaquetas en sangre periférica se observó únicamente en animales en los que se 
administró IL-2 wt. Basándose en los resultados de patología clínica y anatómica, así como en observaciones 55 
clínicas, y con la exposición sistémica comparable de ambos compuestos, la IL-2 qm bajo las condiciones del 
presente estudio mostró una toxicidad sistémica marcadamente inferior tras 5 dosis que la IL-2 wt. 
 
Ejemplo 10  
 60 
Inducción de la secreción de IFN-γ por parte de células NK por IL-2 de tipo salvaje y mutante cuádruple  
 
Se sometieron a ayuno células NK-92 durante 2 horas antes de sembrar 100.000 células/pocillo en una placa con 
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fondo F de 96 pocillos. Se titularon los constructos de IL-2 en células NK-92 sembradas. Tras 24 ó 48 horas, las 
placas se centrifugaron antes de recoger los sobrenadantes para determinar la cantidad de IFN-γ humana utilizando 
un ELISA comercial de IFN-γ (BD nº 550612). 
 
Se sometieron a ensayo dos preparaciones diferentes del propio laboratorio de IL-2 de tipo salvaje (probablemente 5 
de perfiles de O-glucosilación ligeramente diferentes, ver el Ejemplo 2), una IL-2 de tipo salvaje disponible 
comercialmente (proleuquina) e IL-2 mutante cuádruple preparada en el propio laboratorio (primer lote). 
 
La figura 31 muestra que la IL-2 mutante cuádruple es igual de potente que la IL-2 de tipo salvaje obtenida 
comercialmente (proleuquina) o producida en el propio laboratorio, en la inducción de la secreción de IFN-γ por parte 10 
de células NK durante 24 (A) ó 48 horas (B). 
 
Ejemplo 11  
 
Inducción de la proliferación de células NK por IL-2 de tipo salvaje y mutante cuádruple  15 
 
Se sometieron a ayuno células NK-92 durante 2 horas antes de sembrar 10.000 células/pocillo en una placa con 
fondo F transparente de 96 pocillos. Se titularon los constructos de IL-2 en células NK-92 sembradas. Tras 48 horas, 
se midió el contenido de ATP para determinar el número de células viables utilizando el kit "CellTiter-Glo Luminiscent 
Cell Viability Assay" de Promega siguiendo las instrucciones del fabricante. 20 
 
Se sometieron a ensayo las mismas preparaciones de IL-2 que en el Ejemplo 10. 
 
La figura 32 muestra que todas las moléculas sometidas ensayo fueron capaces de inducir la proliferación de las 
células NK. A concentraciones bajas (<0,01 nM), la IL-2 mutante cuádruple era ligeramente menos activo que la IL-2 25 
de tipo salvaje producida por el propio laboratorio, y todas las preparaciones propiadas eran menos activa que la IL-
2 de tipo salvaje obtenida comercialmente (proleuquina). 
 
En un segundo experimento, se sometieron a ensayo las preparaciones de IL-2 siguientes: IL-2 de tipo salvaje 
(grupo 2), IL-2 mutante cuádruple (primer y segundo lotes). 30 
 
La figura 33 muestra que todas las moléculas sometidas a ensayo presentaban una actividad aproximadamente 
igual en la inducción de la proliferación de células NK, siendo las dos preparaciones de IL-2 mutante sólo 
mínimamente menos activas que las preparaciones de IL-2 de tipo salvaje a las concentraciones más bajas. 
 35 
Ejemplo 12  
 
Inducción de la proliferación de las PBMC humanas por inmunoconjugados que comprenden IL-2 de tipo salvaje o 
mutante cuádruple  
 40 
Se prepararon células mononucleares de sangre periférica (PBMC) utilizando Histopaque-1077 (Sigma Diagnostics 
Inc., St. Louis, MO, USA). Brevemente, se extrajo sangre venosa de voluntarios sanos en jeringas heparinizadas. La 
sangre se diluyó 2:1 con PBS que no contenía calcio ni magnesio y se vertió en una capa sobre Histopaque-1077. El 
gradiente se centrifugó a 450xg durante 30 minutos a temperatura ambiente (TA) sin interrupciones. La interfase que 
contenía las PBMCs se recogió y se lavó con PBS tres veces (350xg seguido de 300xg durante 10 minutos a RT). 45 
 
A continuación, las PBMCs se marcaron con CFSE 40 nM (succinimidil-éster de carboxifluoresceína) durante 15 
minutos a 37ºC. Las células se lavaron con 20 ml de medio antes de recuperar las PBMC marcadas durante 30 
minutos a 37ºC. Las células se lavaron, se contaron y se sembraron 100.000 células en placas de fondo U de 96 
pocillos. Se midieron cantidades de proleuquina prediluida (IL-2 de tipo salvaje disponible comercialmente) o 50 
inmunoconjugados de IL-2 sobre las células sembradas, que se incubaron durante los periodos de tiempo indicados. 
Tras 4 a 6 días, las células se lavaron, se tiñeron para los marcadores de superficie celular apropiados y se 
analizaron mediante FACS utilizando un BD FACSantoII. Las células NK se definieron como células CD3-/CD56+, 
células T CD4 como CD3+/CD8- y células T CD8 como CD3+/CD8+. 
 55 
La figura 34 muestra la proliferación de las células NK tras la incubación con diferentes inmunoconjugados de IL-2 
28H1 con diana en FAP durante 4 (A), 5 (B) ó 6 (C) días. Todos los constructos sometidos a ensayo indujeron las 
proliferación de células NK de una manera dependiente de la concentración. La proleuquina resultó más eficaz que 
los inmunoconjugados a concentraciones más bajas; sin embargo, esta diferencia ya no existía a las 
concentraciones más altas. En puntos temporales anteriores (día 4), los constructos de IgG-IL2 aparentemente eran 60 
ligeramente más potentes que los constructos Fab-IL2-Fab. En puntos temporales posteriores (día 6), todos los 
constructos presentaban una eficacia comparable, siendo el constructo Fab-IL2 qm-Fab menos potente a las 
concentraciones bajas. 
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La figura 35 muestra la proliferación de las células T CD4 tras la incubación con diferentes inmunoconjugados de IL-
2 28H1 con diana en FAP durante 4 (A), 5 (B) ó 6 (C) días. Todos los constructos sometidos a ensayo indujeron las 
proliferación de células CD4 de una manera dependiente de la concentración. La proleuquina presentó una actividad 
más alta que los inmunoconjugados, y los inmunoconjugados que comprendían IL-2 de tipo salvaje fueron 5 
ligeramente más potentes que los que comprendían IL-2 mutante cuádruple. Respecto a las células NK, el 
constructo Fab-IL2 qm-Fab presentaba la actividad más baja. Muy probablemente, las células CD4 proliferantes son 
células T parcialmente reguladoras, por lo menos para los constructos de IL-2 de tipo salvaje. 
 
La figura 36 muestra la proliferación de las células T CD8 tras la incubación con diferentes inmunoconjugados de IL-10 
2 28H1 con diana en FAP durante 4 (A), 5 (B) ó 6 (C) días. Todos los constructos sometidos a ensayo indujeron las 
proliferación de células CD8 de una manera dependiente de la concentración. La proleuquina presentó una actividad 
más alta que los inmunoconjugados, y los inmunoconjugados que comprendían IL-2 de tipo salvaje fueron 
ligeramente más potentes que los que comprendían IL-2 mutante cuádruple. Respecto a las células NK y T CD4, el 
constructo Fab-IL2 qm-Fab presentaba la actividad más baja. 15 
 
La figura 37 ilustra los resultados de otro experimento, en el que se compararon IgG-IL-2 de 28H1, que comprendía 
IL-2 de tipo salvaje o mutante cuádruple, y proleuquina. El tiempo de incubación fue de 6 días. Tal como se muestra 
en la figura, los tres constructos de IL-2 inducen la proliferación de las células NK (A) y T CD8 (C) de una manera 
dependiente de dosis con una potencia similar. Para las células T CD4 (B), el inmunoconjugado IgG-IL2 qm presentó 20 
una actividad más baja, particularmente a concentraciones intermedias, lo que podría deberse a su falta de actividad 
sobre las células T CD25-positivas (incluyendo las reguladoras) que son un subconjunto de las células T CD4. 
 
Ejemplo 13  
 25 
Activación de las células efectoras por IL-2 de tipo salvaje y mutante cuádruple (ensayo pSTAT5)  
 
Se prepararon PBMC tal como se ha descrito anteriormente. Se sembraron 500.000 PBMC/pocillo en placas de 
fondo U de 96 pocillos y se dejaron en reposo durante 45 minutos a 37ºC en medio RPMI que contenía FCS al 10% 
y Glutamax al 1% (Gibco). A continuación, las PBMC se incubaron con proleuquina, IL-2 de tipo salvaje de 30 
producción propia o IL-2 mutante cuádruple a las concentraciones indicadas durante 20 minutos a 37ºC para inducir 
la fosforilación de STAT5. Posteriormente, las células se fijaron inmediatamente (tampón BD Cytofix) durante 10 
minutos a 37ºC y se lavaron una vez, seguido de una etapa de permeabilización (tampón III BD Phosflow Perm) 
durante 30 minutos a 4ºC. A continuación, las células se lavaron con PBS/BSA al 0,1% y se tiñeron con mezclas de 
anticuerpos FACS para la detección de las células NK (CD3-/CD56+), de las células T CD8+ (CD3+/CD8+), de las 35 
células T CD4+ (CD3+/CD4+/CD25-/CD127+) o las células Treg (CD4+/CD25+/CD127-/FoxP3+), así como pSTAT5 
durante 30 minutos a RT en la oscuridad. Las células se lavaron dos veces con PBS/BSA al 0,1% y se 
resuspendieron en PFA al 2% antes del análisis de citometría de flujo (BD FACSantoII). La figura 38 muestra la 
fosforilación STAT en células NK (A), células T CD8 (B), células T CD4 (C) y células T reguladoras (D) tras una 
incubación de 30 minutos con proleuquina, IL-2 de tipo salvaje producida en el propio laboratorio (grupo 2) e IL-2 40 
mutante cuádruple (lote 1). Las tres preparaciones de IL-2 eran igualmente potentes en la inducción de la 
fosforilación STAT en células NK, así como en células T CD8. En las células T CD4 e incluso más en células T 
reguladoras, la IL-2 mutante cuádruple presentaba una actividad menor que las preparaciones de IL-2 de tipo 
salvaje. 
 45 
Ejemplo 14  
 
Activación de las células efectoras por IgG-IL-2 de tipo salvaje y mutante cuádruple (ensayo pSTAT5)  
 
Las condiciones experimentales fueron las indicadas anteriormente (ver el Ejemplo 13). La figura 39 muestra la 50 
fosforilación STAT en células NK (A), células T CD8 (B), células T CD4 (C) y células T reguladoras (D) tras una 
incubación de 30 minutos con proleuquina, IgG-IL-2 que comprende IL-2 de tipo salvaje o IgG-IL-2 que comprende 
IL-2 mutante cuádruple. En todos los tipos celulares, la proleuquina era más potente en la inducción de la 
fosforilación STAT que los inmunoconjugados IgG-IL-2. Los constructos IgG-IL-2 de tipo salvaje y mutantes 
cuádruples fueron igualmente potentes tanto en células NK como en células T CD8. En las células T CD4 e incluso 55 
más en células T reguladoras, la IgG-IL-2 mutante cuádruple presentó una actividad menor que el inmunoconjugado 
IgG-IL-2 de tipo salvaje. 
 
Ejemplo 15  
 60 
Dosis máxima tolerada (DMT) de inmunoconjugados Fab-IL2 wt-Fab con diana en FAP y Fab-IL2 qm-Fab   
 
Se sometieron a ensayo dosis crecientes de inmunoconjugados Fab-IL2-Fab con diana en FAP, que comprendían 
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IL-2 de tipo salvaje (wt) o mutante cuádruple (qm), en ratones Black 6 inmunocompetentes libres de tumor. Los 
ratones Black 6 hembra (Charles River, Alemania), de 8 a 9 semanas de edad al inicio del experimento, se 
mantuvieron bajo condiciones libres de patógenos específicos con ciclos diarios de 12 horas de luz/12 horas de 
oscuridad de acuerdo a directrices acordadas (GV-Solas, Felasa, TierschG). El protocolo del estudio experimental 
fue revisado y autorizado por el gobierno local (P 2008016). Tras la llegada, los animales se mantuvieron durante 5 
una semana para aclimatarse al nuevo entorno y para su observación. Se llevó a cabo un seguimiento continuo de 
su salud de manera periódica.  
 
Los ratones recibieron inyecciones i.v. una vez al día durante 7 días de Fab-IL2 wt-Fab de 4G8 a dosis de 60, 80 y 
100 µg/ratón o de Fab-IL2 qm-Fab de 4G8 a dosis de 100, 200, 400, 600 y 1.000 µg/ratón. Todos los ratones 10 
recibieron inyecciones i.v. de 200 µl de la solución apropiada. Con el fin de obtener la cantidad correcta de 
inmunoconjugado por cada 200 µl, las soluciones madre se diluyeron con PBS en caso necesario. 
 
La figura 40 muestra que la MTD (dosis máxima tolerada) para Fab-IL2 qm-Fab era 10 veces mayor para Fab-IL2 
wt-Fab, es decir 600 µg/ratón diariamente durante 7 días para Fab-IL2 qm-Fab frente a 60 µg/ratón diarios durante 7 15 
días para Fab-IL2 wt-Fab. 
 

TABLA 19 
Compuesto  Dosis  Tampón de formulación  concentración (mg/ml)  

Fab-IL-2 wt-Fab de 
4G8  

60,  
80,  
100 µg  

Fosfato potásico 25 mM,  
NaCl 125 mM,  
Glicina 100 mM, 
pH 6,7  

3,32 (=solución madre)  

Fab-IL-2 qm-Fab de 
4G8  

100,  
200,  
400,  
600,  
1.000 µg  

Fosfato potásico 25 mM,  
NaCl 125 mM,  
Glicina 100 mM, 
pH 6,7  

4,25 (=solución madre)  
 

 
Ejemplo 16  20 
 
Farmacocinética de una única dosis de IgG-IL2 wt y qm dirigidos a FAP y sin diana  
 
Se llevó a cabo un estudio farmacocinético (PK) de una sola dosis en ratones 129 inmunocompetentes libres de 
tumor para inmunoconjugados IgG-IL2 con diana en FAP que comrpendían IL-2 de tipo salvaje o mutante cuádruple 25 
e inmunoconjugados IgG-IL2 sin diana que comprendían IL-2 de tipo salvaje o mutante cuádruple. 
 
Los ratones Black 129 hembra (Harlan, Reino Unido), de 8 a 9 semanas de edad al inicio del experimento, se 
mantuvieron bajo condiciones libres de patógenos específicos con ciclos diarios de 12 horas de luz/12 horas de 
oscuridad de acuerdo a directrices acordadas (GV-Solas, Felasa, TierschG). El protocolo del estudio experimental 30 
fue revisado y autorizado por el gobierno local (P 2008016). Tras su llegada, los animales se mantuvieron durante 
una semana para que se aclimatasen al nuevo entorno y para su observación. Se llevó a cabo un seguimiento 
continuo periódico de su estado de salud. 
 
Los ratones recibieron inyecciones i.v. una vez con IgG-IL2 wt de 28H1 (2,5 mg/kg) con diana en FAP o IgG-IL2 qm 35 
de 28H1 (5 mg/kg) o IgG-IL2 wt DP47G2 sin diana (5 mg/kg) o IgG-IL2 qm DP47GS (5 mg/kg). Todos los ratones 
recibieron inyecciones i.v. de 200 µl de la solución apropiada. Con el fin de obtener la cantidad correcta de 
inmunoconjugado por cada 200 µl, las soluciones madre se diluyeron con PBS en caso necesario. 
 
Se sangraron los ratones a las 1, 8, 24, 48, 72 y 96 horas y posteriormente cada 2 días durante 3 semanas. Se 40 
extrajeron los sueros y se almacenaron a -20ºC hasta la realización de los análisis ELISA. Se determinaron las 
concentraciones de inmunoconjugados en suero utilizando una ELISA para la cuantificación del anticuerpo de 
inmunoconjugado de IL-2 (Roche-Penzberg). Se midió la absorbancia utilizando una longitud de onda de medición 
de 405 nm y una longitud de onda de referencia de 492 nm (lector de microplacas regulable VersaMax, Molecular 
Devices). La figura 41 muestra la farmacocinética de dichos inmunoconjugados de IL-2. Los constructos IgG-IL2 45 
tanto con diana en FAP (A) como sin dianas (B) presentaban una vida media en suero más prolongada 
(aproximadamente 30 horas) que los constructos IgG-IL2 wt correspondientes (aproximadamente 15 horas). 
 

TABLA 20 
Compuesto  Dosis  Tampón de 

formulación  
concentración (mg/ml)  
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IgG-IL2 wt de 28H1 2.5 mg/kg  Histidina 20 mM,  
NaCl 140 mM,  
pH 6,0 

3,84 (=solución madre)  

IgG-IL2 qm de 28H1 5 mg/kg  Histidina 20 mM,  
NaCl 140 mM,  
pH 6,0 

2,42 (=solución madre)  

IgG-IL2 wt DP47GS 5 mg/kg  Histidina 20 mM,  
NaCl 140 mM,  
pH 6,0 

3,74 (=solución madre)  

IgG-IL2 qm DP47GS 5 mg/kg  Histidina 20 mM,  
NaCl 140 mM,  
pH 6,0 

5,87 (=solución madre)  

 
Ejemplo 17  
 
Farmacocinética de una única dosis de Fab-IL2 wt-Fab y Fab-IL2 qm-Fab no diana  
 5 
Se llevó a cabo un estudio farmacocinético (PK) de una sola dosis en ratones 129 inmunocompetentes libres de 
tumores para inmunoconjugados Fab-IL2-Fab sin diana que comprendían IL-2 de tipo salvaje o mutante cuádruple. 
 
Los ratones Black 129 hembra (Harlan, Reino Unido), de 8 a 9 semanas de edad al inicio del experimento, se 
mantuvieron bajo condiciones libres de patógenos específicos con ciclos diarios de 12 horas de luz/12 horas de 10 
oscuridad de acuerdo a directrices acordadas (GV-Solas, Felasa, TierschG). El protocolo del estudio experimental 
fue revisado y autorizado por el gobierno local (P 2008016). Tras su llegada, los animales se mantuvieron durante 
una semana para que se aclimatasen al nuevo entorno y para su observación. Se llevó a cabo un seguimiento 
continuo periódico de su estado de salud. 
 15 
Los ratones recibieron inyecciones i.V. una vez con Fab-IL2 wt-Fab DP47GS a una dosis de 65 nmoles/kg o Fab-IL2 
qm-Fab DP47GS a una dosis de 65 nM/kg. Todos los ratones recibieron una inyección i.v. con 200 µl de la solución 
apropiada. Con el fin de obtener la cantidad correcta de inmunoconjugado por cada 200 µl, las soluciones madre se 
diluyeron con PBS en caso necesario. 
 20 
Se sangraron los ratones a las 0,5, 1, 3, 8, 24, 48, 72 y 96 horas y posteriormente cada 2 días durante 3 semanas. 
Se extrajeron los sueros y se almacenaron a -20ºC hasta la realización de los análisis ELISA. Se determinaron las 
concentraciones de inmunoconjugados en suero utilizando una ELISA para la cuantificación del anticuerpo de 
inmunoconjugado de IL-2 (Roche-Penzberg). Se midió la absorbancia utilizando una longitud de onda de medición 
de 405 nm y una longitud de onda de referencia de 492 nm (lector de microplacas regulable VersaMax, Molecular 25 
Devices). 
 
La figura 42 muestra la farmacocinética de dichos inmunoconjugados de IL-2. Los constructos Fab-IL2-Fab wt y qm 
presentan una vida media en suero aproximada de 3 a 4 horas. La diferencia de vida media en suero entre 
constructos que comprenden IL-2 de tipo salvaje o mutante cuádruple es menos pronunciada para los constructos 30 
Fab-IL2-Fab que para los inmunoconjugados de tipo IgG, que de por sí presentan vidas medias más prolongadas. 
 

TABLA 21 
Compuesto  Dosis  Tampón de formulación  concentración (mg/ml)  
Fab-IL2 wt-Fab DP47GS  65 nM/kg  Glicina 100 mM,  

NaCl 125 mM,  
KH2PO4 25 nM 
pH 6,7 

3,84 
(=solución madre) 

Fab-IL2 qm-Fab DP47GS 65 nM/kg  Glicina 100 mM,  
NaCl 125 mM,  
KH2PO4 25 nM 
pH 6,7 

2,42 
(=solución madre) 

 
Ejemplo 18  35 
 
Muerte celular inducida por activación de PBMC activadas por IL-2  
 
Se preactivaron durante la noche con PHA-M en una concentración de 1 µg/ml en RPMI1640 con FCS al 10% y 
glutamina al 1%, PBMC recién aisladas procedentes de donantes sanos. Tras la preactivación, las PBMC se 40 
recolectaron, se marcaron con CFSE 40 nM en PBS y se sembraron en placas de 96 pocillos a razón de 100.000 
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células/pocillo. Las PBMC preactivadas se estimularon con diferentes concentraciones de inmunoconjugados de IL-2 
(IgG-IL-2 wt de 4B9, IgG-IL-2 qm de 4B9, Fab-IL-2 wt de 4B9 y Fab-IL-2 qm-Fab de 4B9).  Tras seis días de 
tratamiento de IL-2, las PBMC fueron tratadas con 0,5 µg/ml de anticuerpo anti-Fas activador durante la noche. La 
proliferación de las células T CD4 (CD3+CD8-) y CD8 (CD3+CD8+) se analizó tras seis días mediante dilución CFSE. 
El porcentaje de células T vivas tras el tratamiento anti-Fas se determinó mediante acotamiento en células vivas 5 
CD3+ anexina-V-negativas. 
 
Tal como se muestra en la figura 44, todos los constructos indujeron la proliferación de las células T preactivadas. A 
concentraciones bajas, los constructos que comprendían IL-2 de tipo salvaje eran más activos que los constructos 
que comprendían IL-2 qm. IgG-IL-2 wt, Fab-IL-2 wt-Fab y proleuquina presentaban una actividad similar. Fab-IL-2 10 
qm-Fab era ligeramente menos activo que IgG-IL-2 qm. Los constructos que comprendían IL-2 de tipo salvaje eran 
más activos sobre las células T CD4 que sobre las células T CD8, muy probablemente debido a la activación de las 
células T reguladoras. Los constructos que comprendían la IL-2 mutante cuádruple eran similarmente activos sobre 
células T CD8 y CD4. 
 15 
Tal como se muestra en la figura 45, las células T estimuladas con concentraciones elevadas de IL-2 de tipo salvaje 
son más sensibles a la apoptosis inducida por anti-Fas que las células T tratadas con IL-2 mutante cuádruple. 
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<210> 27 
<211> 121 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2B10; VH 20 
 
<400> 27 

 

ES 2 579 987 T3

 



88 

 

 
<210> 28 
<211> 363 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 5 
 
<220> 
<223> 2B10; VH 
 
<400> 28 10 

 
 
<210> 29 
<211> 108 
<212> PRT 15 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2F11; VL 
 20 
<400> 29 

 

ES 2 579 987 T3

 



89 

 

 
 
<210> 30 
<211> 324 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2F11; VL 
 10 
<400> 30 

 
 
<210> 31 
<211> 108 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2F11(VI); VL 20 
 
<400> 31 

 

ES 2 579 987 T3

 



90 

 

 
 
<210> 32 
<211> 324 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2F11(VI); VL 
 10 
<400> 32 

 
 
<210> 33 
<211> 117 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2F11; VH 20 
 
<400> 33 

 
 

ES 2 579 987 T3

 



91 

 

 
 
<210> 34 
<211> 351 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2F11; VH 
 10 
<400> 34 

 
 
<210> 35 
<211> 117 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2F11(MT); VH 20 
 
<400> 35 

 

ES 2 579 987 T3

 



92 

 

 
 
<210> 36 
<211> 351 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2F11(MT); VH 
 10 
<400> 36 

 
 
<210> 37 
<211> 108 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 3F2; VL 20 
 
<400> 37 

 

ES 2 579 987 T3

 



93 

 

 
 
<210> 38 
<211> 324 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 3F2; VL 
 10 
<400> 38 

 
 
<210> 39 
<211> 108 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 3F2(YS); VL 20 
 
<400> 39 

 
 

ES 2 579 987 T3

 



94 

 

 
 
<210> 40 
<211> 324 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 3F2(YS); VL 
 10 
<400> 40 

 
 
<210> 41 
<211> 117 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 3F2; VH 20 
 
<400> 41 

 

ES 2 579 987 T3

 



95 

 

 
 
<210> 42 
<211> 351 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 3F2; VH 
 10 
<400> 42 

 
 
<210> 43 
<211> 108 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 3D9, VL 20 
 
<400> 43 

 

ES 2 579 987 T3

 



96 

 

 
 
<210> 44 
<211> 324 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 3D9, VL 
 10 
<400> 44 

 
 
<210> 45 
<211> 117 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 3D9, VH 20 
 
<400> 45 

 

ES 2 579 987 T3

 



97 

 

 
 
<210> 46 
<211> 351 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 3D9, VH 
 10 
<400> 46 

 
 
<210> 47 
<211> 117 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 3D9(TA); VH 20 
 
<400> 47 

 

ES 2 579 987 T3

 



98 

 

 
 
<210> 48 
<211> 351 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 3D9(TA); VH 
 10 
<400> 48 

 
 
<210> 49 
<211> 108 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 4G8; VL 20 
 
<400> 49 

 

ES 2 579 987 T3

 



99 

 

 
 
<210> 50 
<211> 324 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 4G8; VL 
 10 
<400> 50 

 
 
<210> 51 
<211> 117 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 4G8; VH 20 
 
<400> 51 

 

ES 2 579 987 T3

 



100 

 

 
 
<210> 52 
<211> 351 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 4G8; VH 
 10 
<400> 52 

 
 
<210> 53 
<211> 108 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 4B3; VL 20 
 
<400> 53 

 

 
 25 

ES 2 579 987 T3

 



101 

 

<210> 54 
<211> 324 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> 4B3; VL 
 
<400> 54 

 10 
 
<210> 55 
<211> 117 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 15 
 
<220> 
<223> 4B3; VH 
 
<400> 55 20 

 

 
 
<210> 56 
<211> 351 25 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 

ES 2 579 987 T3

 



102 

 

<220> 
<223> 4B3; VH 
 
<400> 56 

 5 
 
<210> 57 
<211> 108 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 10 
 
<220> 
<223> 4D6; VL 
 
<400> 57 15 

 
 

 
 
<210> 58 20 
<211> 324 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 25 
<223> 4D6; VL 
 
<400> 58 

ES 2 579 987 T3

 



103 

 

 
 
<210> 59 
<211> 117 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 4D6; VH 
 10 
<400> 59 

 
 

 
 15 
<210> 60 
<211> 351 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 20 
<220> 
<223> 4D6; VH 
 
<400> 60 

ES 2 579 987 T3

 



104 

 

 
 
<210> 61 
<211> 108 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2C6; VL 
 10 
<400> 61 

 
 
<210> 62 
<211> 324 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2C6; VL 20 
 
<400> 62 

ES 2 579 987 T3

 



105 

 

 
 
<210> 63 
<211> 117 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2C6; VH 
 10 
<400> 63 

 
 
<210> 64 
<211> 351 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2C6; VH 20 

ES 2 579 987 T3

 



106 

 

 
<400> 64 

 
 
<210> 65 5 
<211> 108 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 10 
<223> 5H5; VL 
 
<400> 65 

 
 15 
<210> 66 
<211> 324 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 20 
<220> 
<223> 5H5; VL 
 
<400> 66 

ES 2 579 987 T3

 



107 

 

 
 
<210> 67 
<211> 116 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 5H5; VH 
 10 
<400> 67 

 
 
<210> 68 
<211> 348 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 5H5; VH 20 
 
<400> 68 

ES 2 579 987 T3

 



108 

 

 
 
<210> 69 
<211> 108 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2C4; VL 
 10 
<400> 69 

 
 
<210> 70 
<211> 324 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2C4; VL 20 
 
<400> 70 

ES 2 579 987 T3

 



109 

 

 
 
<210> 71 
<211> 117 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2C4; VH 
 10 
<400> 71 

 
 
<210> 72 
<211> 351 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2C4; VH 20 
 
<400> 72 

ES 2 579 987 T3

 



110 

 

 
 
<210> 73 
<211> 108 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2D9; VL 
 10 
<400> 73 

 
 
<210> 74 
<211> 324 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2D9; VL 20 
 
<400> 74 

ES 2 579 987 T3

 



111 

 

 
 
<210> 75 
<211> 117 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2D9; VH 
 10 
<400> 75 

 
 
<210> 76 
<211> 351 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2D9; VH 20 
 
<400> 76 

ES 2 579 987 T3

 



112 

 

 
 
<210> 77 
<211> 108 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 4B8; VL 
 10 
<400> 77 

 
 
<210> 78 
<211> 324 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 4B8; VL 20 
 
<400> 78 

ES 2 579 987 T3

 



113 

 

 
 
<210> 79 
<211> 117 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 4B8; VH 
 10 
<400> 79 

 
 
<210> 80 
<211> 351 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 4B8; VH 20 
 
<400> 80 

ES 2 579 987 T3

 



114 

 

 
 
<210> 81 
<211> 108 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 7A1; VL 
 10 
<400> 81 

 
 
<210> 82 
<211> 324 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 7A1; VL 20 
 
<400> 82 

ES 2 579 987 T3

 



115 

 

 
 
<210> 83 
<211> 117 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 7A1; VH 
 10 
<400> 83 

 
 
<210> 84 
<211> 351 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 7A1; VH 20 
 
<400> 84 

ES 2 579 987 T3

 



116 

 

 
 
<210> 85 
<211> 108 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 13C2; VL 
 10 
<400> 85 

 
 
<210> 86 
<211> 324 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 13C2; VL 20 
 
<400> 86 

 

ES 2 579 987 T3

 



117 

 

 
 
<210> 87 
<211> 117 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 13C2; VH 
 10 
<400> 87 

 
 
<210> 88 
<211> 351 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 13C2; VH 20 
 
<400> 88 

 

ES 2 579 987 T3

 



118 

 

 
 
<210> 89 
<211> 108 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 13E8; VL 
 10 
<400> 89 

 
 
<210> 90 
<211> 324 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 13E8; VL 20 
 
<400> 90 

 

ES 2 579 987 T3

 



119 

 

 
 
<210> 91 
<211> 117 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 13E8; VH 
 10 
<400> 91 

 
 
<210> 92 
<211> 351 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 13E8; VH 20 
 
<400> 92 

 

ES 2 579 987 T3

 



120 

 

 
 
<210> 93 
<211> 108 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 14C10; VL 
 10 
<400> 93 

 
 
<210> 94 
<211> 324 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 14C10; VL 20 
 
<400> 94 

 

 

ES 2 579 987 T3

 



121 

 

 
<210> 95 
<211> 117 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 5 
 
<220> 
<223> 14C10; VH 
 
<400> 95 10 

 
 
<210> 96 
<211> 351 
<212> ADN 15 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 14C10; VH 
 20 
<400> 96 

 

 
 
<210> 97 25 
<211> 108 

ES 2 579 987 T3

 



122 

 

<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 17A11; VL 5 
 
<400> 97 

 
 
<210> 98 10 
<211> 324 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 15 
<223> 17A11; VL 
 
<400> 98 

 

 20 
 
<210> 99 
<211> 117 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 25 
 
<220> 
<223> 17A11; VH 
 
<400> 99 30 

ES 2 579 987 T3

 



123 

 

 
 
<210> 100 
<211> 351 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 17A11; VH 
 10 
<400> 100 

 

 
 
<210> 101 15 
<211> 108 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> 19G1; VL 
 
<400> 101 

ES 2 579 987 T3

 



124 

 

 
 
<210> 102 
<211> 324 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 19G1; VL 
 10 
<400> 102 

 
 

 
<210> 103 15 
<211> 117 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> 19G1; VH 
 
<400> 103 

ES 2 579 987 T3

 



125 

 

 
 
<210> 104 
<211> 351 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 19G1; VH 
 10 
<400> 104 

 
 

 
<210> 105 15 
<211> 108 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> 20G8; VL 
 
<400> 105 

ES 2 579 987 T3

 



126 

 

 
 
<210> 106 
<211> 324 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 20G8; VL 
 10 
<400> 106 

 
 
<210> 107 
<211> 117 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 20G8; VH 20 
 
<400> 107 

ES 2 579 987 T3

 



127 

 

 
 
<210> 108 
<211> 351 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 20G8; VH 
 10 
<400> 108 

 
 
<210> 109 
<211> 108 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 4B9; VL 20 
 
<400> 109 

ES 2 579 987 T3

 



128 

 

 
 
<210> 110 
<211> 324 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 4B9; VL 
 10 
<400> 110 

 
 
<210> 111 
<211> 117 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 4B9; VH 20 
 
<400> 111 

ES 2 579 987 T3

 



129 

 

 
 
<210> 112 
<211> 351 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 4B9; VH 
 10 
<400> 112 

 
 
<210> 113 
<211> 108 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 5B8; VL 20 
 
<400> 113 

ES 2 579 987 T3

 



130 

 

 
 
<210> 114 
<211> 324 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 5B8; VL 
 10 
<400> 114 

 
 
<210> 115 
<211> 117 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 5B8; VH 20 
 
<400> 115 

ES 2 579 987 T3

 



131 

 

 
 
<210> 116 
<211> 351 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 5B8; VH 
 10 
<400> 116 

 
 
<210> 117 
<211> 108 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 5F1; VL 20 
 
<400> 117 

ES 2 579 987 T3

 



132 

 

 
 
<210> 118 
<211> 324 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 5F1; VL 
 10 
<400> 118 

 
 
<210> 119 
<211> 117 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 5F1; VH 20 
 
<400> 119 

ES 2 579 987 T3

 



133 

 

 
 
<210> 120 
<211> 351 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 5F1; VH 
 10 
<400> 120 

 
 
<210> 121 
<211> 108 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 14B3; VL 20 
 
<400> 121 

ES 2 579 987 T3

 



134 

 

 
 
<210> 122 
<211> 324 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 14B3; VL 
 10 
<400> 122 

 
 
<210> 123 
<211> 117 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 14B3; VH 20 
 
<400> 123 

ES 2 579 987 T3

 



135 

 

 
 
<210> 124 
<211> 351 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 14B3; VH 
 10 
<400> 124 

 
 
<210> 125 
<211> 108 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 16F1; VL 20 
 
<400> 125 

ES 2 579 987 T3

 



136 

 

 
 
<210> 126 
<211> 324 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 16F1; VL 
 10 
<400> 126 

 
 
<210> 127 
<211> 117 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 16F1; VH 20 
 
<400> 127 

ES 2 579 987 T3

 



137 

 

 
 
<210> 128 
<211> 351 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 16F1; VH 
 10 
<400> 128 

 
 
<210> 129 
<211> 108 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 16F8; VL 20 
 
<400> 129 

ES 2 579 987 T3

 



138 

 

 
 
<210> 130 
<211> 324 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 16F8; VL 
 10 
<400> 130 

 
 
<210> 131 
<211> 117 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 16F8; VH 20 
 
<400> 131 
 

 

ES 2 579 987 T3

 



139 

 

 
 
<210> 132 
<211> 351 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 16F8; VH 
 10 
<400> 132 

<210> 133 
 
<211> 108 
<212> PRT 15 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> O3C9; VL 
 20 
<400> 133 

ES 2 579 987 T3

 



140 

 

 
 
<210> 134 
<211> 324 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> O3C9; VL 
 10 
<400> 134 

 
 
<210> 135 
<211> 117 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> O3C9; VH 20 
 
<400> 135 

 

ES 2 579 987 T3

 



141 

 

 
 
<210> 136 
<211> 351 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> O3C9; VH 
 10 
<400> 136 

 
 
<210> 137 
<211> 108 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> O2D7; VL 20 
 
<400> 137 

 

ES 2 579 987 T3

 



142 

 

 
 
<210> 138 
<211> 324 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> O2D7; VL 
 10 
<400> 138 

 
 
<210> 139 
<211> 117 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> O2D7; VH 20 
 
<400> 139 

 

ES 2 579 987 T3

 



143 

 

 
 
<210> 140 
<211> 351 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> O2D7; VH 
 10 
<400> 140 

 
 
<210> 141 
<211> 108 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 28H1; VL 20 
 
<400> 141 

 

ES 2 579 987 T3

 



144 

 

 
 
<210> 142 
<211> 324 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 28H1; VL 
 10 
<400> 142 

 
 
<210> 143 
<211> 116 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 28H1; VH 20 
 
<400> 143 

 

ES 2 579 987 T3

 



145 

 

 
 
<210> 144 
<211> 348 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 28H1; VH 
 10 
<400> 144 

 
 
<210> 145 
<211> 108 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 22A3; VL 20 
 
<400> 145 

 

ES 2 579 987 T3

 



146 

 

 
 
<210> 146 
<211> 324 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 22A3; VL 
 10 
<400> 146 

 
 
<210> 147 
<211> 117 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 22A3; VH 20 
 
<400> 147 

 

ES 2 579 987 T3

 



147 

 

 
 
<210> 148 
<211> 351 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 22A3; VH 
 10 
<400> 148 

 
 
<210> 149 
<211> 108 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 29B11; VL 20 
 
<400> 149 

 

ES 2 579 987 T3

 



148 

 

 
 
<210> 150 
<211> 324 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 29B11; VL 
 10 
<400> 150 

 
 
<210> 151 
<211> 117 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 29B11; VH 20 
 
<400> 151 

 

ES 2 579 987 T3

 



149 

 

 
 
<210> 152 
<211> 351 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 29B11; VH 
 10 
<400> 152 

 
 
<210> 153 
<211> 108 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 23C10; VL 20 
 
<400> 153 

 

ES 2 579 987 T3

 



150 

 

 
 
<210> 154 
<211> 324 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 23C10; VL 
 10 
<400> 154 

 
 
<210> 155 
<211> 117 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 23C10; VH 20 
 
<400> 155 
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151 

 

 
 
<210> 156 
<211> 351 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 23C10; VH 
 10 
<400> 156 

 
 
<210> 157 
<211> 107 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2B10_C3B6; VL 20 
 
<400> 157 
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152 

 

 
 
<210> 158 
<211> 321 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2B10_C3B6; VL 
 10 
<400> 158 

 
 
<210> 159 
<211> 121 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2B10_C3B6; VH 20 
 
<400> 159 
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153 

 

 
 
<210> 160 
<211> 363 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2B10_C3B6; VH 
 10 
<400> 160 

 
 
<210> 161 
<211> 107 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2B10_6A12; VL 20 
 
<400> 161 
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154 

 

 
 
<210> 162 
<211> 321 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2B10_6A12; VL 
 10 
<400> 162 

 
 
<210> 163 
<211> 121 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2B10_6A12; VH 20 
 
<400> 163 
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155 

 

 
 
<210> 164 
<211> 363 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2B10_6A12; VH 
 10 
<400> 164 

 
 
<210> 165 
<211> 107 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2B10_C3A6; VL 20 
 
<400> 165 
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156 

 

 
 
<210> 166 
<211> 321 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2B10_C3A6; VL 
 10 
<400> 166 

 
 
<210> 167 
<211> 121 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2B10_C3A6; VH 20 
 
<400> 167 
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157 

 

 
 
<210> 168 
<211> 363 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2B10_C3A6; VH 
 10 
<400> 168 

 
 
<210> 169 
<211> 107 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2B10_D1A2_wt; VL 20 
 
<400> 169 
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158 

 

 
 
<210> 170 
<211> 321 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2B10_D1A2_wt; VL 
 10 
<400> 170 

 
 
<210> 171 
<211> 121 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2B10_D1A2_wt; VH 20 
 
<400> 171 
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<210> 172 
<211> 363 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2B10_D1A2_wt; VH 
 10 
<400> 172 

 
 
<210> 173 
<211> 107 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2B10_D1A2_VD; VL 20 
 
<400> 173 
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<210> 174 
<211> 321 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2B10_D1A2_VD; VL 
 10 
<400> 174 

 
 
<210> 175 
<211> 121 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2B10_D1A2_VD; VH 20 
 
<400> 175 
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<210> 176 
<211> 363 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2B10_D1A2_VD; VH 
 10 
<400> 176 

 
 
<210> 177 
<211> 107 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2B10_O7D8; VL 20 
 
<400> 177 
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162 

 

 
 
<210> 178 
<211> 321 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2B10_O7D8; VL 
 10 
<400> 178 

 
 
<210> 179 
<211> 121 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2B10_O7D8; VH 20 
 
<400> 179 
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163 

 

 
 
<210> 180 
<211> 363 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2B10_O7D8; VH 
 10 
<400> 180 

 
 
<210> 181 
<211> 107 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2B10_O1F7; VL 20 
 
<400> 181 
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164 

 

 
 
<210> 182 
<211> 321 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2B10_O1F7; VL 
 10 
<400> 182 

 
 
<210> 183 
<211> 121 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2B10_O1F7; VH 20 
 
<400> 183 
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165 

 

 
 
<210> 184 
<211> 363 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2B10_O1F7; VH 
 10 
<400> 184 

 
 
<210> 185 
<211> 107 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2B10_6H10; VL 20 
 
<400> 185 
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166 

 

 
 
<210> 186 
<211> 321 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2B10_6H10; VL 
 10 
<400> 186 

 
 
<210> 187 
<211> 121 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2B10_6H10; VH 20 
 
<400> 187 
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167 

 

 
 
<210> 188 
<211> 363 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2B10_6H10; VH 
 10 
<400> 188 

 
 
<210> 189 
<211> 122 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> MHLG1; VH 20 
 
<400> 189 
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168 

 

 
 
<210> 190 
<211> 366 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> MHLG1; VH 
 10 
<400> 190 

 
 
<210> 191 
<211> 109 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> KV9; VL 20 
 
<400> 191 
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169 

 

 
 
<210> 192 
<211> 327 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> KV9; VL 
 10 
<400> 192 

 
 
<210> 193 
<211> 122 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> MHLG; VH 20 
 
<400> 193 
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170 

 

 
 
<210> 194 
<211> 366 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> MHLG; VH 
 10 
<400> 194 

 
 
<210> 195 
<211> 109 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> KV1; VL 20 
 
<400> 195 
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171 

 

 
 
<210> 196 
<211> 330 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> KV1; VL 
 10 
<400> 196 

 
 
<210> 197 
<211> 109 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> KV7; VL 20 
 
<400> 197 
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172 

 

 
 
<210> 198 
<211> 330 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> KV7; VL 
 10 
<400> 198 

 
 
<210> 199 
<211> 603 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> L19 Fab-IL2 qm-Fab (constructo de fusión de cadena pesada-citoquina) 20 
 
<400> 199 
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174 

 

 

ES 2 579 987 T3

 



175 

 

 
 
<210> 200 
<211> 1809 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> L19 Fab-IL2 qm-Fab (constructo de fusión de cadena pesada-citoquina) 
 10 
<400> 200 
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176 

 

 
 
<210> 201 
<211> 215 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cadena ligera de L19 
 10 
<400> 201 
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177 

 

 
 
<210> 202 
<211> 645 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena ligera de L19 
 10 
<400> 202 

 
 
<210> 203 
<211> 641 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> F16 scFv-IL2 qm-scFv 20 
 
<400> 203 
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180 

 

 
 
<210> 204 
<211> 1923 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> F16 scFv-IL2 qm-scFv 
 10 
<400> 204 
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181 

 

 
 
<210> 205 
<211> 603 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> F16 Fab-IL2 qm-Fab (constructo de fusión de cadena pesada-citoquina) 
 10 
<400> 205 
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ES 2 579 987 T3

 



183 
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184 

 

 
 
<210> 206 
<211> 1809 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> F16 Fab-IL2 qm-Fab (constructo de fusión de cadena pesada-citoquina) 
 10 
<400> 206 
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185 

 

 
 
<210> 207 
<211> 214 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> F16 cadena ligera 
 10 
<400> 207 
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186 

 

 
 
<210> 208 
<211> 642 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cadena ligera de F16 
 10 
<400> 208 
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187 

 

 
<210> 209 
<211> 605 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 5 
 
<220> 
<223> Fab de 3F2-IL2 qm-Fab (constructo de fusión de cadena pesada-citoquina) 
 
<400> 209 10 
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189 

 

 
 
<210> 210 
<211> 1815 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Fab de 3F2-IL2 qm-Fab (constructo de fusión de cadena pesada-citoquina) 
 10 
<400> 210 
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190 

 

 
 
<210> 211 
<211> 605 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Fab de 4G8-IL2 qm-Fab (constructo de fusión de cadena pesada-citoquina) 
 10 
<400> 211 
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191 
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192 
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193 

 

 
 
<210> 212 
<211> 1815 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Fab de 4G8-IL2 qm-Fab (constructo de fusión de cadena pesada-citoquina) 
 10 
<400> 212 
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194 

 

 
 
<210> 213 
<211> 605 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 3D9 Fab-IL2 qm-Fab (constructo de fusión de cadena pesada-citoquina) 
 10 
<400> 213 
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195 
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197 

 

 
 
<210> 214 
<211> 1815 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Fab de 3D9-IL2 qm-Fab (constructo de fusión de cadena pesada-citoquina) 
 10 
<400> 214 

 

ES 2 579 987 T3

 



198 

 

 
 
<210> 215 
<211> 605 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Fab de 2F11-IL2 qm-Fab (constructo de fusión de cadena pesada-citoquina) 
 10 
<400> 215 
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199 
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200 

 

 
 
<210> 216 
<211> 1815 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Fab de 2F11-IL2 qm-Fab (constructo de fusión de cadena pesada-citoquina) 
 10 
<400> 216 
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201 

 

 
 
<210> 217 
<211> 605 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
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202 

 

<220> 
<223> Fab de 4B3-IL2 qm-Fab (constructo de fusión de cadena pesada-citoquina) 
 
<400> 217 

 5 
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<210> 218 
<211> 1815 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Fab de 4B3-IL2 qm-Fab (constructo de fusión de cadena pesada-citoquina) 
 10 
<400> 218 
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205 

 

 
 
<210> 219 
<211> 603 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Fab de 28H1-IL2 qm-Fab (constructo de fusión de cadena pesada-citoquina) 
 10 
<400> 219 
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206 
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207 
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<210> 220 
<211> 1809 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Fab de 28H1-IL2 qm-Fab (constructo de fusión de cadena pesada-citoquina) 
 10 
<400> 220 
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209 

 

 
 
<210> 221 
<211> 605 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Fab de 29B11-IL2 qm-Fab (constructo de fusión de cadena pesada-citoquina) 
 10 
<400> 221 
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210 
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211 

 

 
 
<210> 222 
<211> 1815 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
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<223> Fab de 29B11-IL2 qm-Fab (constructo de fusión de cadena pesada-citoquina) 
 
<400> 222 

 
 5 
<210> 223 
<211> 605 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 10 
<220> 
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<223> Fab de 19G1-IL2 qm-Fab (constructo de fusión de cadena pesada-citoquina) 
 
<400> 223 
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214 
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215 

 

 
 
<210> 224 
<211> 1815 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Fab de 19G1-IL2 qm-Fab (constructo de fusión de cadena pesada-citoquina) 
 10 
<400> 224 
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216 

 

 
 
<210> 225 
<211> 605 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Fab de 20G8-IL2 qm-Fab (constructo de fusión de cadena pesada-citoquina) 
 10 
<400> 225 
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219 

 

 
 
<210> 226 
<211> 1815 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Fab de 20G8-IL2 qm-Fab (constructo de fusión de cadena pesada-citoquina) 
 10 
<400> 226 
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<210> 227 
<211> 605 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Fab de 4B9-IL2 qm-Fab (constructo de fusión de cadena pesada-citoquina) 
 10 
<400> 227 
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221 
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<210> 228 
<211> 1815 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Fab de 4B9-IL2 qm-Fab (constructo de fusión de cadena pesada-citoquina) 
 10 
<400> 228 
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224 

 

 
 
<210> 229 
<211> 605 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 1Fab de 4B3-IL2 qm-Fab (constructo de fusión de cadena pesada-citoquina) 
 10 
<400> 229 
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225 
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<210> 230 
<211> 1815 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 1Fab de 4B3-IL2 qm-Fab (constructo de fusión de cadena pesada-citoquina) 
 10 
<400> 230 
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<210> 231 
<211> 215 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
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<220> 
<223> 3F2 cadena ligera 
 
<400> 231 5 

 
 
<210> 232 
<211> 645 
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229 

 

<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 3F2 cadena ligera 5 
 
<400> 232 

 
 
<210> 233 10 
<211> 215 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 15 
<223> cadena ligera de 4G8 
 
<400> 233 
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230 

 

 
 
<210> 234 
<211> 645 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cadena ligera de 4G8 
 10 
<400> 234 

 

 
 
<210> 235 15 
<211> 215 
<212> PRT 
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231 

 

<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 3D9 cadena ligera 
 5 
<400> 235 

 
 
<210> 236 
<211> 645 10 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 3D9 cadena ligera 15 
 
<400> 236 
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232 

 

 
 
<210> 237 
<211> 215 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2F11 cadena ligera 
 10 
<400> 237 
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233 

 

 
 
<210> 238 
<211> 645 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 2F11 cadena ligera 
 10 
<400> 238 
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234 

 

 
 
<210> 239 
<211> 215 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 4B3 cadena ligera 
 10 
<400> 239 
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235 

 

 
 
<210> 240 
<211> 645 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 4B3 cadena ligera 
 10 
<400> 240 

 
 
<210> 241 
<211> 613 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Fab de 2B10-IL2 qm-Fab (constructo de fusión de cadena pesada-citoquina) 20 
 
<400> 241 
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238 

 

 
 
<210> 242 
<211> 1839 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Fab de 2B10-IL2 qm-Fab (constructo de fusión de cadena pesada-citoquina) 
 10 
<400> 242 
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239 

 

 
 
<210> 243 
<211> 613 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Fab de C3B6-IL2 qm-Fab (constructo de fusión de cadena pesada-citoquina) 
 10 
<400> 243 

 

ES 2 579 987 T3

 



240 
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<210> 244 
<211> 1839 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 5 
 
<220> 
<223> Fab de C3B6-IL2 qm-Fab (constructo de fusión de cadena pesada-citoquina) 
 
<400> 244 10 
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<210> 245 
<211> 613 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 6A12 Fab-IL2 qm-Fab (constructo de fusión de cadena pesada-citoquina) 
 10 
<400> 245 
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<210> 246 
<211> 1839 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 5 
 
<220> 
<223> 6A12 Fab-IL2 qm-Fab (constructo de fusión de cadena pesada-citoquina) 
 
<400> 246 10 
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<210> 247 
<211> 214 5 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
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<220> 
<223> 2B10 cadena ligera 
 
<400> 247 

 5 

 
 
<210> 248 
<211> 642 
<212> ADN 10 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cadena ligera de 2B10 
 15 
<400> 248 

ES 2 579 987 T3

 



248 

 

 
 
<210> 249 
<211> 214 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cadena ligera de D1A2 
 10 
<400> 249 
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249 

 

 
<210> 250 
<211> 642 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 5 
 
<220> 
<223> cadena ligera de D1A2 
 
<400> 250 10 
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250 

 

 
 
<210> 251 
<211> 214 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cadena ligera de O7D8 
 10 
<400> 251 
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<210> 252 
<211> 642 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cadena ligera de O7D8 
 10 
<400> 252 

 
<210> 253 
<211> 615 
<212> PRT 15 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> MHLG1 Fab-IL2 qm-Fab (constructo de fusión de cadena pesada-citoquina) 
 20 
<400> 253 
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<210> 254 
<211> 1845 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> MHLG1 Fab-IL2 qm-Fab (constructo de fusión de cadena pesada-citoquina) 
 10 
<400> 254 
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<210> 255 
<211> 214 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cadena ligera de KV9 
 10 
<400> 255 
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<210> 256 
<211> 642 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cadena ligera de KV9 
 10 
<400> 256 

 

 
 
<210> 257 15 
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<211> 615 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 5 
<223> MHLG Fab-IL2 qm-Fab (constructo de fusión de cadena pesada-citoquina) 
 
<400> 257 
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<210> 258 
<211> 1845 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Fab de MHLG-IL2 qm-Fab (constructo de fusión de cadena pesada-citoquina) 
 10 
<400> 258 
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<210> 259 
<211> 214 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cadena ligera de KV1 
 10 
<400> 259 
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<210> 260 
<211> 642 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cadena ligera de KV1  
 10 
<400> 260 
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<210> 261 
<211> 214 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cadena ligera de KV7  
 10 
<400> 261 
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<210> 262 
<211> 642 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cadena ligera de KV7 
 10 
<400> 262 

 
 
<210> 263 
<211> 19 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> secuencia líder 20 
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<400> 263 

 
Ala His Ser 
 
<210> 264 5 
<211> 57 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 10 
<223> secuencia líder 
 
<400> 264 
 
atggactgga cctggagaat cctcttcttg gtggcagcag ccacaggagc ccactcc  57 15 
 
<210> 265 
<211> 57 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 20 
 
<220> 
<223> secuencia líder 
 
<400> 265 25 
 
atggactgga cctggaggat cctcttcttg gtggcagcag ccacaggagc ccactcc  57 
 
<210> 266 
<211> 22 30 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> secuencia líder 35 
 
<400> 266 

 
 
<210> 267 40 
<211> 66 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 45 
<223> secuencia líder 
 
<400> 267 

 
 50 
<210> 268 
<211> 19 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 55 
<220> 
<223> secuencia líder 
 
<400> 268 
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<210> 269 
<211> 57 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> secuencia líder 
 10 
<400> 269 
 
atgggatgga gctgtatcat cctcttcttg gtagcaacag ctaccggtgt gcattcc  57 
 
<210> 270 15 
<211> 57 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> secuencia líder 
 
<400> 270 
 
atgggctggt cctgcatcat cctgtttctg gtggctaccg ccactggagt gcattcc  57 25 
 
<210> 271 
<211> 57 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 30 
 
<220> 
<223> secuencia líder 
 
<400> 271 35 
 
atgggctggt cctgcatcat cctgtttctg gtcgccacag ccaccggcgt gcactct  57 
 
<210> 272 
<211> 20 40 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> secuencia líder 45 
 
<400> 272 

 
 
<210> 273 50 
<211> 60 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 55 
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<223> secuencia líder 
 
<400> 273 
 
atgtacagga tgcaactcct gtcttgcatt gcactaagtc ttgcacttgt cacaaacagt  60 5 
 
<210> 274 
<211> 466 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 10 
 
<220> 
<223> proteína de fusión humana IL-2R-beta-Fc(ojal) 
 
<400> 274 15 
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<210> 275 
<211> 1401 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> proteína de fusión humana IL-2R-beta-Fc(ojal) 
 10 
<400> 275 
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<210> 276 
<211> 492 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> proteína de fusión humana IL-2R-gamma-Fc(botón) 
 10 
<400> 276 
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<210> 277 
<211> 1479 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> proteína de fusión humana IL-2R-gamma-Fc(botón) 
 10 
<400> 277 
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<210> 278 
<211> 219 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> IL-2R subunidad alfa humana + etiqueta Avi + etiqueta His 
 10 
<400> 278 
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<210> 279 
<211> 660 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> IL-2R subunidad alfa humana + etiqueta Avi + etiqueta His 
 10 
<400> 279 

 

 
 
<210> 280 15 
<211> 473 
<212> PRT 
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<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> proteína de fusión murina IL-2R-beta-Fc(ojal) 
 5 
<400> 280 
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<210> 281 
<211> 1422 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> proteína de fusión murina IL-2R-beta-Fc(ojal) 
 
<400> 281 

 10 

 
 
<210> 282 
<211> 500 
<212> PRT 15 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> proteína de fusión murina IL-2R-gamma-Fc(botón) 
 20 
<400> 282 
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<210> 283 
<211> 1503 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> proteína de fusión murina IL-2R-gamma-Fc(botón) 
 10 
<400> 283 
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<210> 284 
<211> 213 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> IL-2R subunidad alfa murina + etiqueta Avi + etiqueta His 
 10 
<400> 284 

 

ES 2 579 987 T3

 



281 

 

 
 
<210> 285 
<211> 642 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> IL-2R subunidad alfa murina + etiqueta Avi + etiqueta His 
 10 
<400> 285 

 
 
<210> 286 
<211> 480 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> proteína de fusión de Cynomolgous IL-2R-beta-Fc(botón) + etiqueta Avi 20 
 
<400> 286 
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<210> 287 
<211> 1443 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> proteína de fusión de Cynomolgous IL-2R-beta-Fc(botón) + etiqueta Avi 
 10 
<400> 287 
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<210> 288 
<211> 489 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> proteína de fusión de Cynomolgous IL-2R-gamma-Fc(ojal) 
 10 
<400> 288 
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<210> 289 
<211> 1470 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
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<223> proteína de fusión de Cynomolgous IL-2R-gamma-Fc(ojal) 
 
<400> 289 

 
 5 
<210> 290 
<211> 217 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 10 
<220> 
<223> IL-2R subunidad alfa de Cynomolgus + etiqueta Avi + etiqueta His 
 
<400> 290 
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<210> 291 
<211> 654 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> IL-2R subunidad alfa de Cynomolgus + etiqueta Avi + etiqueta His 
 10 
<400> 291 
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<210> 292 
<211> 399 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> IL-2 (C125A) de tipo salvaje (4) 
 10 
<400> 292 

 
 
<210> 293 
<211> 399 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> IL-2 mutante L72G (C125A) (4) 20 
 
<400> 293 
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<210> 294 
<211> 399 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 5 
 
<220> 
<223> IL-2 mutante L72G / F42A (C125A) (4) 
 
<400> 294 10 

 
 
<210> 295 
<211> 399 
<212> ADN 15 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> IL-2 triple mutante F42A / Y45A / L72G (C125A) (4) 
 20 
<400> 295 

 
 
<210> 296 
<211> 399 25 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> IL-2 cuádruple mutante T3A / F42A /Y45A /L72G (C125A) (4) 30 
 
<400> 296 
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<210> 297 
<211> 593 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Fab de 28H1 cadena pesada-Fc (botón)-IL-2 qm 
 10 
<400> 297 
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<210> 298 
<211> 1779 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Fab de 28H1 cadena pesada-Fc (botón)-IL-2 qm 
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<400> 298 

 
 

 5 
<210> 299 
<211> 446 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 10 
<220> 
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<223> Fab de 28H1 cadena pesada-Fc (ojal) 
 
<400> 299 
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<210> 300 
<211> 1338 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 5 
 
<220> 
<223> Fab de 28H1 cadena pesada-Fc (ojal) 
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<400> 300 

 
 
<210> 301 5 
<211> 594 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 10 
<223> Fab de 4B9 cadena pesada-Fc (botón)-IL-2 qm 
 
<400> 301 
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ES 2 579 987 T3

 



299 
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<210> 302 
<211> 1782 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Fab de 4B9 cadena pesada-Fc (botón)-IL-2 qm 
 10 
<400> 302 
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<210> 303 
<211> 447 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Fab de 4B9 cadena pesada-Fc (ojal) 
 10 
<400> 303 
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<210> 304 
<211> 1341 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Fab de 4B9 cadena pesada-Fc (ojal) 
 10 
<400> 304 
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<210> 305 
<211> 592 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Fab de DP47GS cadena pesada-Fc (botón)-IL-2 qm 
 10 
<400> 305 
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ES 2 579 987 T3

 



306 

 

 
 
<210> 306 
<211> 1776 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Fab de DP47GS cadena pesada-Fc (botón)-IL-2 qm 
 10 
<400> 306 
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<210> 307 
<211> 445 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Fab de DP47GS cadena pesada-Fc (ojal) 
 10 
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<400> 307 
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<210> 308 
<211> 1335 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223>  Fab de  DP47GS cadena pesada-Fc (ojal) 
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<400> 308 

 
 
<210> 309 5 
<211> 215 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 10 
<223> cadena ligera de DP47GS 
 
<400> 309 
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<210> 310 
<211> 645 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cadena ligera de DP47GS 
 10 
<400> 310 
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<210> 311 
<211> 108 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> CH1A1A; VL 
 10 
<400> 311 

 
 
<210> 312 
<211> 324 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> CH1A1A; VL 20 
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<400> 312 

 
 
<210> 313 
<211> 121 5 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> CH1A1A; VH 10 
 
<400> 313 

 
 
<210> 314 15 
<211> 363 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> CH1A1A; VH 
 
<400> 314 
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<210> 315 
<211> 594 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Fab de 4G8 cadena pesada-Fc (botón)-IL-2 qm 
 10 
<400> 315 
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<210> 316 
<211> 1782 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
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<223> Fab de 4G8 cadena pesada-Fc (botón)-IL-2 qm 
 
<400> 316 

 
 5 

 
<210> 317 
<211> 447 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 10 
 
<220> 
<223> Fab de 4G8 cadena pesada-Fc (ojal) 
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<400> 317 
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<210> 318 
<211> 1341 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 5 
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<220> 
<223> Fab de 4G8 cadena pesada-Fc (ojal) 
 
<400> 318 

 5 
 
<210> 319 
<211> 600 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 10 
 
<220> 
<223>  Fab CH1A1A cadena pesada-Fc (botón)-IL-2 qm 
 
<400> 319 15 
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<210> 320 
<211> 1800 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Fab CH1A1A cadena pesada-Fc (botón)-IL-2 qm 
 10 
<400> 320 
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<210> 321 
<211> 451 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Fab CH1A1A cadena pesada-Fc (ojal) 
 10 
<400> 321 
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<210> 322 
<211> 1353 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Fab CH1A1A cadena pesada-Fc (ojal) 
 10 
<400> 322 
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<210> 323 
<211> 215 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cadena ligera CH1A1A 
 10 
<400> 323 
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<210> 324 
<211> 645 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 5 
 
<220> 
<223> cadena ligera CH1A1A  
 
<400> 324 10 
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REIVINDICACIONES 
  
1. Polipéptido interleuquina 2 (IL-2) mutante que comprende tres mutaciones de aminoácido que anulan o 
reducen la afinidad del polipéptido IL-2 mutante para el receptor de IL-2 de alta afinidad y conservan la afinidad del 
polipéptido IL-2 mutante para el receptor de IL-2 de afinidad intermedia, comparando cada uno con un polipéptido IL-5 
2 de tipo salvaje, en el que dichas tres mutaciones de aminoácido se encuentran en las posiciones correspondientes 
a los residuos 42, 45 y 72 de la IL-2 humana (SEC ID nº 1).  
 
2. Polipéptido interleuquina-2 mutante según la reivindicación 1, en el que dichas tres mutaciones de 
aminoácido son sustituciones de aminoácido seleccionadas de entre el grupo de F42G, F42S, F42T, F42Q, F42E, 10 
F42N, F42D, F42R, F42K, Y45A, Y45G, Y45S, Y45T, Y45Q, Y45E, Y45N, Y45D, Y45R, Y45K, L72G, L72A, L72S, 
L72T, L72Q, L72E, L72N, L72D, L72R y L72K.  
 
3. Poliéptido interleuquina-2 mutante según la reivindicación 1 o 2, en el que dicha mutación de aminoácido en 
la posición correspondiente al residuo 72 de la IL-2 humana es la sustitución de aminoácido L72G.  15 
 
4. Polipéptido interleuquina-2 mutante según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicha 
mutación de aminoácido en la posición correspondiente al residuo 42 de la IL-2 humana es la sustitución de 
aminoácido F42A.  
 20 
5. Polipéptido interleuquina-2 mutante según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicha mutación de 
aminoácido en la posición correspondiente al residuo 45 de la IL-2 humana es la sustitución de aminoácido Y45A.  
 
6. Polipéptido interleuquina-2 mutante según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dichas tres 
mutaciones de aminoácido son las mutaciones de aminoácido F42A, Y45A y L72G.  25 
 
7. Polipéptido interleuquina-2 mutante según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que comprende además 
una mutación de aminoácido que elimina el sitio de O-glucosilación de IL-2 en una posición correspondiente al 
residuo 3 de la IL-2 humana.  
 30 
8. Polipéptido interleuquina-2 mutante según la reivindicación 7, en el que dicha mutación de aminoácido que 
elimina el sitio de O-glucosilación de IL-2 en una posición correspondiente al residuo 3 de la IL-2 humana es una 
sustitución de aminoácido seleccionada de entre el grupo de T3A, T3G, T3Q, T3E, T3N, T3D, T3R, T3K y T3P.  
 
9. Polipéptido interleuquina-2 mutante según la reivindicación 7 o 8, en el que dicha mutación de aminoácido 35 
que elimina el sitio de O-glucosilación de IL-2 en una posición correspondiente al residuo 3 de la IL-2 humana es la 
sustitución de aminoácido T3A.  
 
10. Polipéptido interleuquina-2 mutante según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que dicho 
polipéptido IL-2 mutante es una molécula de IL-2 humana.  40 
 
11. Polipéptido interleuquina-2 mutante según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que dicho polipéptido 
IL-2 mutante comprende la secuencia SEC ID nº 19.  
 
12. Polipéptido interleuquina-2 mutante según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que dicho 45 
polipéptido IL-2 mutante se encuentra unido a una fracción no IL-2.  
 
13. Inmunoconjugado que comprende un polipéptido IL-2 mutante según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 
12 y una fracción de unión a antígeno.  
 50 
14. Inmunoconjugado según la reivindicación 13, en el que dicha fracción de unión a antígeno es un anticuerpo 
o un fragmento de anticuerpo.  
 
15. Inmunoconjugado según la reivindicación 13, en el que dicha fracción de unión a antígeno se selecciona de 
entre una molécula Fab y una molécula scFv.  55 
 
16. Inmunoconjugado según la reivindicación 13, en el que dicha fracción de unión a antígeno es una molécula 
de inmunoglobulina, particularmente una molécula de IgG.  
 
17. Inmunoconjugado según cualquiera de las reivindicaciones 13 a 16, en el que dicha fracción de unión a 60 
antígeno presenta como diana un antígeno presentado sobre una célula tumoral o en un medio de célula tumoral.  
 
18. Polinucleótido aislado codificante del polipéptido IL-2 mutante o inmunoconjugado según cualquiera de las 
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reivindicaciones 1 a 17.  
 
19. Célula huésped que comprende el polinucleótido según la reivindicación 18.  
 
20. Método para producir un polipéptido IL-2 mutante que comprende tres mutaciones de aminoácido que 5 
anulan o reducen la afinidad del polipéptido IL-2 mutante para el receptor de IL-2 de alta afinidad y conservan la 
afinidad del polipéptido IL-2 mutante para el receptor de IL-2 de afinidad intermedia, cada uno en comparación con 
un polipéptido IL-2 de tipo salvaje, en el que dichas tres mutaciones de aminoácido se encuentran en las posiciones 
correspondientes a los residuos 42, 45 y 72 de la IL-2 humana (SEC ID nº 1) o un inmunoconjugado de los mismos, 
que comprende cultivar la célula huésped según la reivindicación 19 bajo condiciones adecuadas para la expresión 10 
del polipéptido IL-2 mutante o el inmunoconjugado.  
 
21. Composición farmacéutica que comprende el polipéptido IL-2 mutante o inmunoconjugado según cualquiera 
de las reivindicaciones 1 a 17 y un portador farmacéuticamente aceptable.  
 15 
22. Polipéptido IL-2 mutante o inmunoconjugado según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17 para la 
utilización en el tratamiento de una enfermedad en un paciente en necesidad del mismo.  
 
23. Polipéptido IL-2 mutante o inmunoconjugado según la reivindicación 22 para la utilización en el tratamiento 
de una enfermedad, en el que dicha enfermedad es el cáncer.  20 
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