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2

DESCRIPCIÓN

Uso de IL-15 para aumentar la salida del timo y para tratar la linfopenia

Campo de la invención5

La presente invención reivindicada proporciona composiciones para estimular la maduración y exportación de 
células T desde el timo, por ejemplo a tejidos periféricos linfoides y no linfoides, poniendo en contacto el tejido del 
timo in vivo con interleucina (IL)-15.

10
La invención reivindicada proporciona adicionalmente la prevención, el alivio, la reducción y/o la inhibición de la 
linfopenia o la depleción de linfocitos en tejidos periféricos en un paciente en necesidad de ello mediante la 
administración de IL-15 al paciente.

Antecedentes de la invención15

Actualmente hay dos citocinas de cadena gamma comunes, IL–2 y IL–7, aprobadas o consideradas para 
inmunoterapia del SIDA y de cáncer. Véase, Sportes, et al., (2008) J Exp Med 205:1701–1714; Levy, Y. (2009) J Clin 
Invest. 119(4):997–100785; y Rosenberg, et al., (2006) J Immunother 29:313–319. No existe experiencia clínica con 
la citocina de cadena gamma IL-15. Véase, Cheever, (2008) Immunological Reviews 222:357–368.20

La IL-15 es una citocina no redundante importante para el desarrollo, supervivencia y proliferación de las células 
asesinas naturales (NK) y T CD8+. Comparte con la IL-2 el mismo receptor beta gamma de la IL-2 y tiene muchos 
efectos similares sobre los linfocitos, pero, al contrario que la IL-2, no es producida por los linfocitos sino por una 
plétora de otras células entre las que se incluyen, de forma importante, las células presentadoras de antígeno y los 25
macrófagos, y las células estromales en varios tejidos. Los efectos biológicos de la IL-12 y la IL-15 a nivel del 
organismo son espectacularmente diferentes, como muestran los trabajos realizados con ratones defectivos: La falta 
de IL-15 produce defectos en el sistema inmunológico, mientras que la falta de IL-12 produce activación 
inmunológica y autoinmunidad grave. Véase, Waldmann, (2006) Nat Rev Immunol 6:595–601; y Ma, et al., (2006) 
Annu Rev Immunol 24:657–679. Ambas citocinas están bajo una estrecha y compleja regulación en todas las etapas 30
de expresión y secreción. Las diferencias biológicas de la IL-12 y la IL-15 están determinadas por sus diferentes 
estados de producción, su fuerza de asociación con las proteínas del receptor de la membrana, denominado 
receptor alfa de IL-2 y receptor alfa de IL-15 (IL-15Rα), respectivamente, y la regulación de estas moléculas 
receptoras adicionales. También se ha informado de que la IL-15 tiene un mecanismo de acción único in vivo entre 
las citocinas de la cadena gamma común: la IL-15 funciones en un complejo con IL-15Rα y depende de la 35
coexpresión por las mismas células de IL-15Rα. Véase, Burkett, et al., (2004) J Exp Med 200:825–834; Burkett, et 
al., (2003) Proc Natl Acad Sci USA 100:4724–4729; Dubois, et al., (2002) Immunity 17:537–547; Sandau, et al, 
(2004) J Immunol 173:6537–6541; Schluns, et al., (2004) Blood 103:988–994; Rubinstein, et al., (2006) Proc Natl 
Acad Sci USA 103:9166–9171; Bergamaschi, et al., (2008) J Biol Chem 283:4189–4199. La IL-15 tiene papeles no 
redundantes en el desarrollo y la función de las células NK y los linfocitos intraepiteliales intestinales (IEL). Véase, 40
Cooper, et al., (2001) Blood 97:3146–3151. Estimula la actividad citolítica, la secreción de citocinas, la proliferación y
la supervivencia de las células NK. Véase, Fehniger, et al., (1999) J Immunol 162:4511–4520; Ross, et al., (1997) 
Blood 89:910–918; y Carson, et al., (1994) J Exp Med 180:1395–1403. La IL-15 tiene un efecto proliferativo y de 
supervivencia sobre las células T de memoria CD8+ y las células T CD8+ intactas. Véase, Tan, et al., (2002) J Exp 
Med 195:1523–1532; Zhang, et al., (1998) Immunity 8:591–599; Berard, et al., (2003) J Immunol 170:5018–5026; y 45
Alves, et al., (2003) Blood 102:2541–2546.

En varios estudios se han evaluado los efectos de la administración de IL-15 in vivo. La proliferación de células T 
CD8+ de memoria se incrementó después de una única dosis de IL-15 en ratones normales. Véase, Zhang, et al., 
(1998) Immunity 8:591–599.. La administración de IL-15 a ratones aumentó la actividad antitumoral después del 50
transplante singénico de médula ósea (TMO) y las respuestas primarias específicas de antígeno de células T CD8+ 
tras la vacunación con células dendríticas pulsadas con péptidos. Véase, Rubinstein, et al., (2002) J Immunol 
169:4928–4935; Katsanis, et al., (1996) Transplantation 62:872–875. La IL-15 también mejoró la reconstitución 
inmune después de un trasplante alogénico de médula ósea. Véase, Alpdogan, et al., (2005) Blood 105:865–873; y 
Evans, et al., (1997) Cell Immunol 179:66–73. La capacidad de la IL-15 para estimular el crecimiento, la 55
supervivencia y la activación de las poblaciones de linfocitos clave la convierten también en una candidata atractiva 
para apoyar el crecimiento in vitro e in vivo de las células para la terapia celular adoptiva. Véase, Rosenberg, et al., 
(2008) Nat Rev Cancer 8:299–308; y Berger, et al., (2008) J Clin Invest 118:294–305.

Los inventores han demostrado que la producción eficiente de IL-15 requiere la expresión de IL-15 y del receptor alfa 60
de IL-15 (IL-15Rα) en la misma célula. Véase, Bergamaschi, et al., (2008) JBiol Chem 283:4189–4199. La 
coproducción conduce a la asociación intracelular de IL-15 e IL-15Rα en el retículo endoplásmico, la estabilización 
de ambas moléculas y el transporte eficiente a la superficie celular (Figura 1). Los inventores demostraron que una 
etapa crucial adicional es la rápida escisión y liberación del complejo IL-15/IL-15Rα de la superficie celular, tanto in 
vitro como in vivo, lo que da como resultado una forma soluble, sistémicamente activa de IL-15/IL-15Rα, además del 65
complejo bioactivo en la superficie celular. Véase, Dubois, et al., (2002) Immunity 17:537–547; Bergamaschi, et al., 
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(2008) JBiol Chem 283:4189–4199; y Budagian, et al., (2004) JBiol Chem 279:40368–40375. Nuestros experimentos 
con IL-15 en complejo con un mutante de deleción de IL-15Rα que contiene solo el fragmento extracelular del 
receptor alfa soluble demostraron que este complejo es bioactivo in vivo en ausencia de cualquier forma unida a la 
membrana.

5
Por lo tanto, los inventores han propuesto que IL-15Rα es parte de una citocina 3IL-15 heterodimérico, en lugar de 
funcionar como un receptor de citocinas. Estos resultados han sido apoyados por otros investigadores, y
proporcionar la base para una mejor comprensión de la biología de la IL-15. Véase, Duitman, et al., (2008) Mol Cell 
Biol 28:4851–4861; Mortier, et al., (2008) J Exp Med 205:1213–1225. Los resultados también proporcionan la base 
molecular para explicar algunas observaciones interesantes, incluyendo el requisito de la producción de IL-15 e IL-10
15Rα de las mismas células para la función apropiada in vivo. Véase, Sandau, et al., (2004) J Immunol 173:6537–
6541; y Koka, et al., (2003) J Exp Med 197:977–984. Tales resultados están completamente explicados por el 
hallazgo de los inventores de que es necesaria la estabilización durante la coexpresión en la misma célula para 
niveles fisiológicos de la producción de IL-15. También se ha informado de que las células que expresan 
fisiológicamente IL-15 también expresan IL-15Rα, en consonancia con la producción de IL-15 como un heterodímero 15
en el cuerpo. Véase, Dubois, et al., (2002) Immunity 17:537–547; Giri, et al., (1995) J Leukoc Biol 57:763–766; y 
Ruckert, et al., (2003) Eur J Immunol 33:3493–3503. La interpretación de todos los datos disponibles hasta la fecha 
sugiere que la forma principal bioactiva de IL-15 se encuentra en un complejo con el receptor alfa, ya sea en la 
superficie de las células o en una forma circulante soluble. Queda por determinar si una sola cadena de IL-15 se 
produce en el cuerpo a niveles fisiológicamente relevantes y cuál es su función exacta.20

Se ha informado anteriormente de que la secreción de IL-15 es ineficiente. Véase, Bamford, et al., (1998) J Immunol 
160:4418–4426; Gaggero, et al., (1999) Eur J Immunol 29:1265–1274; Kurys, et al., (2000) JBiol Chem 275:30653–
30659; Onu, et al., (1997) J Immunol 158:255–262; y Tagaya, et al., (1997) Proc Natl Acad Sci USA 94:14444–
14449. Los inventores tomaron un enfoque sistemático para el desarrollo de vectores de expresión de IL-15 que 25
producen niveles altos de citocinas bioactivas basados en la observación de que muchas etapas reguladoras 
durante la expresión de genes crean cuellos de botella de la producción de IL-15. Véase, Jalah, et al., (2007) DNA 
Cell Biol 26:827–840; y Kutzler, et al., (2005) J Immunol 175:112–123. Los inventores mostraron que la combinación 
de dos enfoques, es decir optimización del ARNm (ARN/optimización por codones) de las secuencias de codificación 
de la IL-15 y la sustitución del péptido señal con otras señales secretoras eficientes dio como resultado una 30
expresión mejorada sinérgicamente y la secreción de IL-15 bioactiva. Véase, Jalah, et al., (2007) DNA Cell Biol 
26:827–840. Aprovechando la estabilización de la IL-15 mediante la coexpresión con IL-15Rα descrito 
anteriormente, los inventores produjeron vectores optimizados de igual forma para IL-15Rα y vectores de 
combinación que expresan ambas moléculas, así como combinaciones que solo producen la citocina heterodimérica 
soluble. La mejora final en la expresión de la IL-15 secretada fue de más de 1.000 veces en comparación con el 35
ADNc de la IL-15 silvestre, determinado mediante experimentos in vitro e in vivo. Los inventores han producido 
vectores similares para IL-15/IL-15Rα de ratón, macaco y ser humano.

Se conocen dos formas de interleucina-15 (IL-15), que contiene un péptido señal largo (LSP) o un péptido señal 
corto (SSP), respectivamente. Las dos formas se producen mediante ARNm sometidos a corte y empalme de forma 40
alternativa y solo empalmados se diferencian en la longitud de sus péptidos señal, el péptido señal largo de 48 aa o 
el péptido señal corto de 21 aa (120, 121, 125–127). Véase, Onu, et al., (1997) J Immunol 158:255–262; Tagaya, et 
al., (1997) Proc Natl Acad Sci USA 94:14444–14449; Meazza, et al., (1997) Eur J Immunol 27:1049–1054; Meazza, 
et al., (1996) Oncogene 12:2187–2192; y Nishimura, et al., (1998) J Immunol 160:936–942. Mientras que se secreta 
LSP IL-15, SSP IL-15 sigue siendo exclusivamente intracelular y su función no se conoce. Se ha propuesto que SSP 45
IL-15 puede tener una función reguladora desde que se detectó tanto en el citoplasma como en el núcleo de las 
células transfectadas con ADN. La señal SSP afecta tanto a la estabilidad como a la localización de IL-15, ya que se 
detectaron niveles más bajos de la isoforma SSP cuando las dos isoformas se expresaron a partir de vectores 
similares. Véase, Onu, et al., (1997) J Immunol 158:255–262; Tagaya, et al., (1997) Proc Natl Acad Sci USA 
94:14444–14449; y Bergamaschi, et al., (2009) J Immunol, 5:3064–72.50

En Bergamaschi, los inventores mostraron que, de forma similar a LSP IL-15, SSP IL-15 se estabiliza y se secreta 
de manera eficiente en la coexpresión de IL-15Rα en la misma célula. Véase, Bergamaschi, et al., (2009) J Immunol, 
citado anteriormente. La coexpresión de SSP IL-15 e IL-15Rα en ratones mostró un aumento de los niveles 
plasmáticos de SSP IL-15 bioactiva y la movilización y la expansión de las células NK y T. Por lo tanto, SSP IL-15 se 55
secreta y se bioactiva cuando se produce como un heterodímero con IL-15Rα de la misma célula. La estabilidad 
aparente de este complejo tanto in vitro como in vivo es menor en comparación con el complejo LSP IL-15/IL-15Rα, 
según lo revelado mediante comparaciones directas. Esto se traduce en una menor producción de IL-15/IL-15Ra 
bioactivo secretado. Por lo tanto, el corte y empalme alternativo puede proporcionar la célula con la capacidad para 
producir diferentes niveles de IL-15 bioactiva. Dado que ambas formas de IL-15 se pueden producir en la misma 60
célula por corte y empalme alternativo, es posible un nivel adicional de regulación. Los inventores han demostrado 
que cuando se producen LSP IL-15 y SSP IL-15 en la misma célula, compiten por la unión a IL-15Rα, lo que da 
como resultado niveles menores de IL-15 bioactiva. Por tanto, el SSP IL-15 coexpresado actúa como inhibidor 
competitivo de LSP IL-15. Esto sugiere que el uso de corte y empalme alternativo es un nivel adicional de control de 
la actividad de IL-15. La expresión de ambas formas de IL-15, SSP y LSP, parece estar conservada en muchos 65
mamíferos, lo que sugiere que SSP puede ser importante para la expresión de una forma de IL-15 con una menor 
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magnitud y duración de los efectos biológicos. La presente invención se basa, en parte, en el descubrimiento de que 
SSP IL-15, que se produce en el timo, es importante para los efectos intratímicos sobre la diferenciación y la 
maduración de los linfocitos.

El documento WO 2007/084342 indica que divulga ácidos nucleicos mejorados para la expresión de IL-15 en células 5
de mamífero. El documento US 2006/257361 indica que divulga híbridos de Fc-IL-15, que pueden o no incluir 
enlazadores peptídicos entre la IL-15 y la porción Fc, para los métodos de tratamiento de tumores o infecciones 
víricas. El documento US 2007/160578 indica que divulga métodos y composiciones para la expansión de las 
poblaciones de linfocitos in vitro, ex vivo e in vivo utilizando complejos activadores de IL-15Rα/IL-15. Jalah et al 
(2007) DNA and Cell Biology, 26, 827–840 indica que divulga vectores de expresión optimizadas para expresar IL-10
15. Williams et al (2007) Seminars in Immunology, 19, 318-330 se refiere a la reconstitución de células T después de 
la linfopenia de la quimioterapia o trasplante de células madre.

Breve resumen de la invención
15

La presente divulgación proporciona composiciones que estimulan la maduración de las células T en el timo y la 
salida o la migración de los linfocitos maduros y/o activados a partir de un órgano linfoide central para los tejidos 
periféricos mediante la administración de IL-15.

La invención reivindicada se basa, en parte, en el descubrimiento de que la IL-15 estimula la migración de las 20
células T desde el timo y, posteriormente, a tejidos periféricos linfoides (por ejemplo, el bazo y los ganglios linfáticos) 
y no linfoides (por ejemplo, pulmón e hígado). En algunos casos, la maduración de los linfocitos en la médula ósea, 
por ejemplo, células B y células asesinas naturales (NK), y su migración a tejidos periféricos linfoides y no linfoides 
se estimula simultáneamente.

25
Específicamente, la invención reivindicada proporciona un heterodímero que comprende (i) una IL-15 y (ii) una 
proteína de fusión de IL-15Rα–Fc que comprende un IL-15Rα soluble que carece de la porción de anclaje 
transmembrana fusionada a una región Fc para su uso en una método de prevención o reducción de la linfopenia 
inducida por fármacos, que comprende administrar sistémicamente el heterodímero a un paciente humano tratado 
con un agente anticanceroso o que serán tratados con el agente anticanceroso a una dosis que mantiene los niveles 30
suprafisiológicos en plasma de IL-15 durante un período prolongado de tiempo de aproximadamente 2, 3, 4, 5, 6, 7, 
8, 9, 10 o más días.

En un aspecto relacionado, la divulgación proporciona la estimulación de la migración de linfocitos desde un tejido 
linfoide central a uno o más tejidos periféricos en un sujeto que lo necesite mediante la administración al sujeto de 35
IL-15.

En algunos casos, los linfocitos son células T y el tejido linfoide central es el timo. En algunos casos, los linfocitos 
son células B y/o células NK y el tejido linfoide central es la médula ósea.

40
En algunos casos, los linfocitos que migran desde los tejidos linfoides centrales son maduros pero no están 
activados. En algunos casos, los linfocitos que migran desde los tejidos linfoides centrales son maduros y sí están 
activados. En algunos casos, las células T que migran desde los timo son células T positivas (CD4+ o CD8+) 
maduras individuales. Las células T inducidas a abandonar el timo pueden estar activadas o no activadas.

45
La divulgación proporciona, adicionalmente, la prevención, tratamiento, alivio, reducción y/o inhibición de la 
linfopenia o la depleción de los linfocitos en los tejidos periféricos mediante la administración de IL-15. La presente 
divulgación proporciona, además, la estimulación de la repoblación de tejidos periféricos con depleción de linfocitos 
y la aceleración de la recuperación de la depleción de linfocitos de los tejidos periféricos mediante la administración 
de IL-15.50

En consecuencia, en un aspecto, la divulgación proporciona la prevención, reducción o inhibición de la linfopenia o la 
depleción de linfocitos en los tejidos periféricos en un individuo en necesidad del mismo que comprende la 
administración sistémica de IL-15 al individuo.

55
En algunos casos, la linfopenia o depleción de linfocitos de los tejidos periféricos está inducida por fármacos. En la 
invención reivindicada, el individuo está recibiendo o recibirá fármacos contra el cáncer. En el presente documento 
también se divulgan individuos que están recibiendo fármacos antivirales o radioterapia que induce linfopenia o 
depleción de linfocitos de los tejidos periféricos.

60
En algunos casos de la divulgación, la IL-15 se administra conjuntamente con un agente que causa la depleción de 
los linfocitos en los tejidos periféricos, por ejemplo, un agente anticanceroso o antiviral. En algunos casos de la 
divulgación, la IL-15 se administra conjuntamente con radioterapia.

En un aspecto relacionado, la divulgación proporciona la estimulación o aceleración de la repoblación de linfocitos 65
en los tejidos periféricos en un individuo en necesidad del mismo que comprende la administración sistémica de IL-
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15 al individuo.

En algunos casos, la administración sistémica de IL-15 evita o reduce la depleción o estimula o acelera la 
repoblación de una o más de las células T, células B o células NK. En algunos casos, la administración sistémica de 
IL-15 evita o reduce la depleción o estimula o acelera la repoblación de una o más de las células T CD4+ o las 5
células T CD8+.

En algunas realizaciones, el sujeto o paciente es un mamífero. En la invención reivindicada, el sujeto o paciente es 
un ser humano.

10
En la invención reivindicada, el heterodímero se administra sistémicamente, incluyendo, sin limitaciones, las vías 
enteral (es decir, por vía oral) o parenteral, por ejemplo, por vía intravenosa, intramuscular, subcutánea, 
intradérmica, intranasal, o por inhalación. En algunos casos de la divulgación, la IL-15 se administra localmente, por 
ejemplo, por vía intratímica.

15
La administración sistémica es a una dosis que es suficiente para mantener la IL-15 a niveles suprafisiológicos. Por 
ejemplo, el ADN o proteína de IL-15 ADN se pueden administrar a una dosis suficiente para alcanzar los niveles 
plasmáticos de IL-15 de aproximadamente 1 a 1000 ng/ml, por ejemplo, los niveles plasmáticos de IL-15 de 
aproximadamente 10 a 1000 ng/ml. La IL-15 y el IL-15Rα pueden liberarse en cantidades equimolares. Dicho 
intervalo de concentraciones en plasma de IL-15 se puede lograr, por ejemplo, después de la electroporación 20
intramuscular de aproximadamente 0,1 mg de plásmido de ADN que expresa IL-15/IL-15Rα por kg de peso corporal.
Alternativamente, un complejo proteico de IL-15/IL-15Rα se puede administrar a una dosis de aproximadamente 
0,01 a 0,5 mg/kg. Los polipéptidos de IL-15/IL-15Rα se pueden administrar, por ejemplo, por vía subcutánea, 
intramuscular, intraperitoneal o intravenosa. Véase, por ejemplo, Rosati, et al., Vaccine (2008) 26:5223–5229.

25
La IL-15 se puede administrar como un polipéptido o como un polinucleótido que codifica IL-15. En algunos casos de 
la divulgación, la IL-15 se administra conjuntamente con IL-15Ra con IL-15Rα, por ejemplo, como un heterodímero.
El IL-15Rα coadministrado de forma conjunta puede ser un polipéptido o un polinucleótido que codifica IL-15Rα. El 
IL-15Rα coadministrado puede estar en la misma forma u otra diferente de la IL-15. Por ejemplo, tanto la IL-15 como 
el IL-15Rα pueden administrarse como polipéptidos o como uno o más polinucleótidos que codifican IL-15 y/o 30
IL15Rα.α. Como alternativa, uno de la IL-15 y el IL15Rα se pueden administrar como un polipéptido y el otro como 
un polinucleótido que codifica cualquiera de IL-15 o IL-15Rα. En algunos casos de la divulgación, el IL-15Rα es un 
IL-15Rα soluble. En algunos casos de la divulgación, el IL-15Rα se puede administrar en forma de una proteína de 
fusión Fc o un polinucleótido que codifica una proteína de fusión Fc.

35
En algunas realizaciones, la IL-15 y el IL-15Rα se administran al mismo tiempo como uno o más polinucleótidos que 
codifican IL-15 y/o IL-15Rα. El polinucleótido que codifica IL-15 y el polinucleótido que codifica IL-15Rα pueden estar 
en el mismo o en distintos vectores, por ejemplo, vectores plasmídicos individuales o múltiples. En algunos casos de 
la descripción, los polinucleótidos de IL-15 y de IL-15Rα se expresan simultáneamente a partir de un vector 
plasmídico de SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 19.40

En algunas realizaciones, los polinucleótidos que codifican uno o ambos de IL-15 e IL-15Rα son secuencias de 
codificación de tipo silvestre. En algunas realizaciones, los polinucleótidos que codifican uno o ambos de IL-15 e IL-
15Rα son secuencias de codificación de tipo silvestre.

45
En algunas realizaciones, los polinucleótidos que codifican uno o ambos de IL-15 e IL-15Rα están optimizados por 
codones para una expresión mejorada sobre las secuencias de codificación de tipo silvestre. En algunas 
realizaciones, el polinucleótido que codifica IL-15 comparte una identidad de secuencia de al menos 90 %, 91 %, 92
%, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % con la SEQ ID NO:3 o SEQ ID NO:4. En algunas 
realizaciones, el polinucleótido que codifica IL-15Rα comparte una identidad de secuencia de al menos 90 %, 91 %, 50
92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % con la SEQ ID NO:9 o SEQ ID NO:11.

Cuando se expresa a partir de un polinucleótido que codifica IL-15, la secuencia de codificación puede tener un 
péptido señal nativo o heterólogo. En algunas realizaciones, el péptido señal es un péptido señal de IL-15 nativa, por 
ejemplo, el péptido señal largo de IL-15 nativa o el péptido de señal corto de IL-15 nativa. En algunas realizaciones, 55
el péptido señal es un péptido señal heterólogo, por ejemplo, un péptido señal del factor estimulante de colonias de 
granulocitos y macrófagos (GM-CSF), el activador del plasminógeno tisular (tPA), la hormona del crecimiento o una 
inmunoglobulina.

En algunas realizaciones, el tejido periférico es un tejido linfoide periférico, incluyendo, sin limitaciones, el bazo, los 60
ganglios linfáticos, los tejidos linfoides asociados a las mucosas (MALT), por ejemplo, las amígdalas, y/o los tejidos 
linfoides asociados al intestino (GALT), incluyendo las placas de Peyer.

En algunas realizaciones, el tejido periférico es un tejido periférico no linfoide, por ejemplo, pulmón, hígado, riñón, 
corazón, piel, etc.65
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Preferentemente, la IL-15 se administra sin un antígeno, es decir, no se administra conjuntamente con un antígeno.

En el presente documento también se describe un vector de ADN que codifica IL-15 e IL-15Rα para su uso en la 
estimulación de la movilización de los linfocitos a partir de tejido linfoide central y la migración a los tejidos 
periféricos.5

En otro aspecto, la divulgación proporciona IL-15/IL-15Rα para su uso en la estimulación de la movilización de los 
linfocitos a partir de tejido linfoide central y la migración a los tejidos periféricos.

En el presente documento también se describe un vector de ADN que codifica IL-15 e IL-15Rα para su uso en la 10
promoción de la maduración y la exportación de células T desde el timo a los tejidos periféricos, incluyendo tejidos 
periféricos linfoides y no linfoides.

En otro aspecto, la divulgación proporciona complejos polipeptídicos IL-15/IL-15Rα para su uso en la estimulación de 
la maduración y la exportación de células T desde el timo a los tejidos periféricos, incluyendo tejidos periféricos 15
linfoides y no linfoides.

En el presente documento también se describe un vector de ADN que codifica IL-15 e IL-15Rα para su uso en la 
promoción de la repoblación de los linfocitos deplecionados en los tejidos periféricos y/o la prevención, la reducción 
y/o la inhibición de la linfopenia.20

En otro aspecto, la divulgación proporciona complejos polipeptídicos de IL-15/IL-15Rα para su uso en la estimulación 
de la repoblación de los linfocitos deplecionados en los tejidos periféricos y/o la prevención, la reducción y/o la 
inhibición de la linfopenia.

25
En el presente documento también se describen líneas celulares estables que expresan los polipéptidos IL-15/IL-
15Rα. La línea celular estable puede expresar IL-15/IL-15Rα en forma de una proteína de fusión o la línea celular 
estable puede producir IL-15 e IL-15Rα como moléculas diferentes. En algunos casos, las líneas celulares estables 
pueden producir deleciones de IL-15 e IL-15Rα secretado que carecen de la porción de anclaje transmembrana del 
receptor. En algunos casos, las líneas celulares estables pueden producir IL-15 y fusiones de IL15Rα a una región 30
Fc de inmunoglobulina. En algunos casos, las líneas celulares estables pueden producir fusiones de IL-15 y IL-15Rα 
a polipéptidos capaces de dirigir la unión de la fusión a la superficie celular de tipos específicos de células. En 
algunos casos, las líneas celulares estables pueden producir fusiones de IL-15 e IL-15Rα a polipéptidos capaces de 
dirigir la multimerización de la fusión.

35
Otras realizaciones son como se describe en el presente documento.

Definiciones

La expresión "tejido linfoide central" u "órgano linfoide central" se refiere a tejidos linfoides especializados donde se 40
lleva a cabo la producción de nuevos linfocitos, o linfopoyesis. Por ejemplo, las células T se desarrollan y maduran 
en el timo o el tejido del timo. Las células B y las células asesinas naturales (NK) se desarrollan en el tejido de la 
médula ósea. Véase, por ejemplo, el capítulo 7 de Janeway, et al., Immunobiology, 2001, Garland Publishing, New 
York.

45
La expresión "tejido linfoide periférico" u "órgano linfoide periférico" se refiere a los tejidos periféricos de arquitectura
altamente organizada, con zonas diferenciadas de las células B y las células T. Los linfocitos recién producidos 
salen de los tejidos linfoides centrales y se llevan en la sangre a los tejidos linfoides periféricos. Los tejidos u 
órganos linfoides periféricos de ejemplo incluyen el bazo, los ganglios linfáticos, los tejidos linfoides asociados a las 
mucosas (MALT), por ejemplo, las amígdalas, y los tejidos linfoides asociados al intestino (GALT), incluyendo las 50
placas de Peyer.

La expresión "linfocito maduro" se refiere a un linfocito que está sometido a la selección y el desarrollo hasta la 
madurez en el tejido linfoide central suficiente para circular a los tejidos linfoides periféricos. Con respecto a las 
células T, una célula T madura se caracteriza por la expresión de cualquiera de CD4 o CD8, pero no ambos (es 55
decir, son de positivo único), y la expresión de CD3. Con respecto a las células B, una célula B madura se 
caracteriza por un gen de cadena pesada de la inmunoglobulina reorganizada VDJ, el gen de la cadena ligera de 
inmunoglobulina reorganizada VJ y la expresión en la superficie de IgD y/o IgM. La célula B madura también puede 
expresar CD19 y el receptor de IL-7 en la superficie celular.

60
La expresión "linfocito activado" se refiere a linfocitos que han reconocido un antígeno unido a una molécula de MHC 
y la liberación simultánea de una señal coestimuladora por una célula presentadora de antígeno especializada. La 
activación de los linfocitos cambia la expresión de varias moléculas de la superficie celular.

Con respecto a las células T, las células T intactas en reposo expresan L-selectina y niveles bajos de otras 65
moléculas de adhesión, tales como CD2 y LFA-1. Tras la activación de la célula T, la expresión de L-selectina se 
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pierde y, en cambio, se expresan cantidades aumentadas de la integrina VLA-4. Las células T activadas expresan 
también mayores densidades de las moléculas de adhesión CD2 y LFA-1, lo que aumenta la avidez de la interacción 
de la célula T activada con posibles células diana, y mayores densidades de la molécula de adhesión CD44. Por 
último, la isoforma de la molécula CD45 expresada por células activadas cambia, mediante corte y empalme 
alternativo del transcrito de ARN del gen CD45, por lo que las células T activadas expresan la isoforma CD45RO 5
que se asocia con el receptor de células T y CD4. Asimismo, con respecto a la producción de citocinas, las células T 
en reposo producen poco o nada de IL-2 y las subunidades β y γ del receptor de IL-2. Por el contrario, las células T 
activadas producen cantidades significativas de IL-2, junto con la cadena α del receptor de IL-2.

Con respecto a las células B, las células B activadas han sufrido un cambio de isotipo y secretan inmunoglobulina.10
Las células B intactas expresan los isotipos de las inmunoglobulinas IgM e IgD en la superficie celular. Por el 
contrario, las células B de memoria o activadas expresan y secretan isotipos de las inmunoglobulinas IgG, IgA o IgE.

Los términos "salida" o "migración" de un tejido linfoide central se refiere a la migración o a la exportación de 
linfocitos maduros de un tejido de linfocitos central en un tejido periférico, incluyendo los tejidos periféricos linfoides y 15
no linfoides. La salida incluye la migración de las células T maduras desde el timo y la migración de células B y 
células NK maduras de la médula ósea.

Los términos "tratar" y "tratamiento" se refieren a retrasar el comienzo de, retardar o invertir el progreso de, o aliviar 
o prevenir la enfermedad o afección al que se aplica el término, o uno o más síntomas de tal enfermedad o afección.20

Los términos "linfopenia" o "linfocitopenia" o "leucopenia linfocítica" se refieren indistintamente a un número 
anormalmente pequeño de linfocitos en la sangre circulante o en la circulación periférica. Cuantitativamente, la 
linfopenia puede describirse mediante varios puntos de corte. En algunas realizaciones, un paciente sufre linfopenia 
cuando su recuento de linfocitos totales en sangre circulante desciende por debajo de aproximadamente 600/mm3. 25
Un paciente que sufre linfopenia puede tener menos de aproximadamente 2.000/µl linfocitos circulantes totales en el 
momento del nacimiento, menos de aproximadamente 4.500/µl linfocitos totales circulantes aproximadamente a la 
edad de 9 meses, o menos de aproximadamente 1.000/µl linfocitos totales circulantes en pacientes de más de 
aproximadamente 9 meses de edad (niños y adultos). La linfocitopenia tiene una amplia gama de posibles causas, 
incluyendo infecciones víricas (por ejemplo, infección por el VIH), bacterianas (por ejemplo, infección por 30
tuberculosis activa) y fúngicas; insuficiencia crónica del ventrículo derecho del corazón, enfermedad de Hodgkin y 
cánceres del sistema linfático, leucemia, una fuga o rotura en el conducto torácico, efectos secundarios de 
medicamentos de prescripción médica, incluyendo agentes anticancerosos, agentes antivirales y glucocorticoides, 
malnutrición resultante de las dietas que tienen niveles bajos de proteínas, radioterapia, uremia, trastornos 
autoinmunes, síndromes de deficiencia inmunitaria, niveles de estrés altos y traumatismo. La linfopenia también 35
puede ser de etiología desconocida (es decir, linfopenia idiopática). La circulación periférica de todos los tipos de 
linfocitos o subpoblaciones de linfocitos (por ejemplo, células T CD4+) puede estar deplecionada o ser 
anormalmente baja en un paciente que sufre linfopenia. Véase, por ejemplo, The Merck Manual, 18ª Edición, 2006, 
Merck & Co.

40
La expresión "interleucina-15 de mamífero nativo (IL-15)" se refiere a cualquier secuencia de ácido nucleico y de 
aminoácidos de interleucina-15 de origen natural de la IL-15 de una especie de mamífero. Los expertos en la técnica 
apreciarán que las secuencias de ácido nucleico y de aminoácidos de interleucina-15 están disponibles al público en 
las bases de datos de genes, por ejemplo, GenBank, a través del National Center for Biotechnological Information en 
la red mundial ncbi.nlm.nih.gov. Las secuencias de ácido nucleico y de aminoácidos de IL-15 nativa de mamífero de 45
ejemplo pueden proceder de, ser humano, primate, canino, felino, porcino, equino, bovino, ovino, roedor, murino, 
rata, hámster, cobaya, etc. Los números de acceso para las secuencias de ácido nucleico de IL-15 de mamífero 
nativa de ejemplo incluyen NM_172174,2 (preproproteína humana); NM_172175 (humana); NM_000585,3 
(preproproteína humana); U19843 (macaco); DQ021912 (macaco); AB000555 (macaco); NM_214390 (porcino); 
DQ152967 (ovino); NM_174090 (bovino); NM_008357 (murino); NM_013129 (rata); DQ083522 (búfalo); XM_844053 50
(canino); DQ157452 (lagomorfo); y NM_001009207 (felino). Los números de acceso de las secuencias de 
aminoácido de IL-15 de mamífero nativa de ejemplo incluyen NP_000576,1 (preproteína humana); NP 751914 
(preproteína humana); CAG46804 (humano); CAG46777 (humano); AAB60398 (macaco); AAY45895 (macaco); 
NP_999555 (porcino); NP_776515 (bovino); AAY83832 (búfalo); ABB02300 (ovino); XP_849146 (canino); 
NP_001009207 (felino); NP_037261 (rata); y NP_032383 (murino).55

El término "interleucina-15" o "IL-15" se refiere a un polipéptido que tiene una identidad de secuencia de al menos 90
%, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % con una secuencia de aminoácidos de IL-15 nativa de 
mamífero o un nucleótido que codifica dicho polipéptido, es biológicamente activo, lo que significa que la proteína 
mutada ("muteína") tiene una funcionalidad similar (75 % o mayor) a la de una proteína IL-15 nativa en al menos un 60
ensayo funcional. Funcionalmente, la IL-15 es una citocina que regula la activación y la proliferación de células T y 
las células asesinas naturales. La IL-15 y la IL-2 comparten muchas actividades biológicas, incluyendo la unión a CD 
122, la subunidad del receptor IL–2β/IL-15β. El número de células de memoria CD8+ se controla mediante un 
equilibrio entre esta IL-15 e IL–2. La IL-15 induce la activación de las JAK cinasas, así como la fosforilación y 
activación de activadores de la transcripción STAT3, STAT5 y STAT6. La IL-15 también aumenta la expresión del 65
inhibidor de la apoptosis BCL2L1/BCL–x(L), posiblemente mediante la actividad de activación de la transcripción de 
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STAT6 y, por tanto, evita la apoptosis. Se han notificado dos variantes de transcritos sometidos a corte y empalme 
alternativo del gen de IL-15 que codifica la misma proteína madura. Los ensayos funcionales de ejemplo de un 
polipéptido de IL-15 incluyen la proliferación de las células T (véase, por ejemplo, Montes, et al., Clin Exp Immunol 
(2005) 142:292), y la activación de células NK, macrófagos y neutrófilos. Los métodos para el aislamiento de 
determinadas subpoblaciones de células inmunitarias y la detección de la proliferación (es decir, incorporación de 5
3H-timidina) son bien conocidos en la técnica. Los ensayos de citotoxicidad celular mediada por células se pueden 
utilizar para medir la activación de células NK, macrófagos y neutrófilos. Los ensayos de citotoxicidad celular 
mediada por células, incluyendo la liberación de isótopos (51Cr), colorantes (por ejemplo, tetrazolio, rojo neutro) o 
enzimas, también son bien conocidos en la materia, con kits disponibles en el mercado (Oxford Biomedical 
Research, Oxford, M; Cambrex, Walkersville, MD; Invitrogen, Carlsbad, CA). También se ha demostrado que la IL-15 10
inhibe la apoptosis mediada por Fas (véase, Demirci y Li, Cell Mol Immunol (2004) 1:123). Los ensayos de 
apoptosis, incluyendo, por ejemplo, los ensayos de TUNEL y los ensayos de anexina V, son bien conocidos en la 
materia con los kits disponibles en el mercado (R&D Systems, Minneapolis, MN). Véase también, Coligan, et al., 
Current Methods in Immunology, 1991–2006, John Wiley & Sons.

15
La expresión "receptor alfa de la interleucina-15 de mamífero nativa (IL15Rα)" se refiere a cualquier secuencia de 
ácido nucleico y de aminoácidos del receptor alfa de interleucina-15 de origen natural del receptor alfa de la IL-15 de 
una especie de mamífero. Los expertos en la técnica apreciarán que las secuencias de ácido nucleico y de 
aminoácidos del receptor alfa interleucina-15 están disponibles al público en las bases de datos de genes, por 
ejemplo, GenBank, a través del National Center for Biotechnological Information en la red mundial ncbi.nlm.nih.gov. 20
Las secuencias de ácido nucleico y de aminoácidos del receptor alfa de la IL-15 nativa de mamífero de ejemplo 
pueden proceder de, ser humano, primate, canino, felino, porcino, equino, bovino, ovino, roedor, murino, rata, 
hámster, cobaya, etc. Los números de acceso para las secuencias de ácido nucleico de IL-15 de mamífero nativa de 
ejemplo incluyen NM_172200,1 (isoforma 2 humana); y NM_002189,2 (precursor de la isoforma 1 humana). Los 
números de acceso a las secuencias de aminoácidos de IL-15 nativa de mamífero de ejemplo incluyen 25
NP_751950,1 (isoforma humana 2); y NP_002180,1 (precursor de la isoforma 1 humana).

El término "receptor alfa de la interleucina-15" o "IL15Rα" se refiere a un polipéptido que tiene una identidad de 
secuencia de al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % con una secuencia de 
aminoácidos de IL15Rα nativo de mamífero o un nucleótido que codifica dicho polipéptido, es biológicamente activo, 30
lo que significa que la proteína mutada ("muteína") tiene una funcionalidad similar (75 % o mayor) a la de una 
proteína de IL15Rα nativa en al menos un ensayo funcional. El IL15Rα es un receptor de citocinas que se une 
específicamente a IL15 con afinidad alta. Un ensayo funcional es la unión específica a una proteína de IL-15 nativa.

El término "receptor alfa de IL-15 soluble" o "sIL-15α" se refiere a las formas del receptor alfa de IL-15 que carecen 35
de la porción de anclaje transmembrana del receptor y, por lo tanto, se pueden secretar fuera de la célula sin que 
estén anclados a la membrana plasmática. sIL-15α de ejemplo incluyen los aa 31–205 y los aa 31–185 del receptor 
alfa de la IL-15 nativa.

Una “fusión de IL-15Ra Fc" o un "IL-15Rα fusionado a una región Fc" como se usa en el presente documento se 40
refiere a formas de IL-15Rα donde la proteína se fusiona a uno o más dominios de una región Fc de una 
inmunoglobulina, típicamente de una inmunoglobulina IgG. La región Fc comprende los dominios CH2 y CH3 de la 
cadena pesada y la región bisagra de IgG. La bisagra sirve como espaciador flexible entre las dos partes de la 
proteína de fusión de Fc, permitiendo que cada parte de la molécula funcione de forma independiente. En la materia 
se conoce el uso de fusiones Fc (véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. n.º 7.754.855; 5.480.981; 5.808.029; 45
Wo7/23614; Wo98/28427 y las referencias citadas en las mismas. Las proteínas de fusión Fc pueden incluir 
moléculas de Fc variantes (por ejemplo, como se describen en la patente de Estados Unidos n.º 7.732.570). Las 
proteínas de fusión Fc pueden ser solubles en el plasma o pueden asociarse a la superficie celular de células que 
tienen receptores específicos de Fc.

50
La expresión “ácido nucleico” se refiere a desoxirribonucleótidos o ribonucleótidos y polímeros de los mismos en 
forma mono o bicatenaria. El término abarca ácidos nucleicos que contienen análogos de nucleótidos conocidos o 
residuos o enlaces del esqueleto modificados, que son sintéticos, de origen natural y de origen no natural, que 
tienen propiedades de unión similares a las del ácido nucleico de referencia, y que se metabolizan de una manera 
similar a la los nucleótidos de referencia. Entre los ejemplos de tales análogos se incluyen, sin limitaciones, 55
fosforotioatos, fosforamidatos, fosfonatos de metilo, fosfonatos de metilo quirales, ribonucleótidos-2-O-metilo, ácidos 
nucleicos peptídicos (PNA).

A menos que se indique lo contrario, una secuencia de ácido nucleico concreta también abarca implícitamente 
variantes de la misma modificadas de forma conservadora (p. ej., sustituciones de codones degeneradas) y 60
secuencias complementarias, así como la secuencia que se indica explícitamente. Se pueden conseguir 
sustituciones de codones degeneradas generando secuencias donde la tercera posición de uno o más (o todos) 
codones seleccionados está sustituida con residuos de base mixta y/o desoxinosina (Batzer y col., Nucleic Acid Res. 
19:5081 (1991); Ohtsuka y col., J. Biol. Chem. 260:2605-2608 (1985); Rossolini y col., Mol. Cell. Probes 8:91-98 
(1994)). La expresión ácido nucleico se usa de forma intercambiable con gen, ADNc ARNm, oligonucleótido y 65
polinucleótido.
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Las sustituciones de codones degenerados para los aminoácidos de origen natural se encuentran en la tabla 1.

TABLA 1
1ª posición 
(extremo 5’)

2ª posición 3ª posición 
(extremo 3’)U(T) C A G

U(T) Phe Ser Tyr Cys U(T)
Phe Ser Tyr Cys C
Leu Ser TERMINACIÓN TERMINACIÓN A
Leu Ser TERMINACIÓN Trp G

C Leu Pro His Arg U(T)
Leu Pro His Arg C
Leu Pro Gln Arg A
Leu Pro Gln Arg G

A Ile Thr Asn Ser U(T)
Ile Thr Asn Ser C
Ile Thr Lys Arg A

Met Thr Lys Arg G
G Val Ala Asp Gly U(T)

Val Ala Asp Gly C
Val Ala Glu Gly A
Val Ala Glu Gly G

Los términos “idéntico” o porcentaje de "identidad" en el contexto de dos o más secuencias de ácidos nucleicos o5
polipeptídicas, se refieren a dos o más secuencias o subsecuencias que son iguales o tienen un porcentaje 
especificado de residuos de aminoácidos o nucleótidos que son los mismos (es decir, una identidad de 
aproximadamente 70 %, preferentemente una identidad del 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 
96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o mayor sobre una región especificada (por ejemplo, de una secuencia de IL-15 o IL-
15Rα), cuando se comparan y se alinean para una correspondencia máxima sobre una ventana de comparación o 10
región designada) medido usando algoritmos de comparación de secuencia BLAST o BLAST 2.0 con los parámetros 
por defecto descritos más adelante o mediante alineamiento manual e inspección visual (véase, por ejemplo, el sitio 
web de NCBI o similares). Por tanto, se dice que dichas secuencias son "sustancialmente idénticas”. Esta definición 
también se refiere a la complementaria de una secuencia de ensayo o se puede aplicar a la misma. La definición 
también incluye secuencias que tienen deleciones y/o adiciones, así como aquellas que tienen sustituciones. Como 15
se describe a continuación, los algoritmos preferidos pueden representar los huecos y similares. Preferentemente, 
existe identidad en una región que tiene una longitud de al menos aproximadamente 25, 50, 75, 100, 150, 200 
aminoácidos o nucleótidos y, a menudo, en una región que tiene una longitud de 225, 250, 300, 350, 400, 450, 500 
aminoácidos o nucleótidos o más sobre la longitud completa de las secuencias de aminoácidos o de ácido nucleico.

20
Para la comparación de secuencias, típicamente una secuencia actúa como secuencia de referencia, con la que se 
comparan las secuencias de ensayo (aquí, toda una secuencia completa de aminoácidos o ácido nucleico de IL-15 
"nativa de mamífero"). Cuando se usa un algoritmo de comparación de secuencias, las secuencias problema y de 
referencia se introducen en un ordenado, se designan las coordenadas de la subsecuencia, en caso necesario, y se 
designan los parámetros del programa del algoritmo de secuencias. Preferentemente, se pueden usar los 25
parámetros por defecto del programa o parámetros alternativos. A continuación, el algoritmo de comparación de 
secuencias calcula el porcentaje de identidades de secuencia para las secuencias problema con respecto a la 
secuencia de referencia, en base a los parámetros del programa.

Un ejemplo preferente de un algoritmo que es adecuado para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y 30
la similitud de secuencia son los algoritmos BLAST, que se describen en Altschul et al., Nuc. Acids Res. 25:3389-
3402 (1977) y Altschul y col., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990), respectivamente. El software BLAST está disponible 
públicamente a través del Centro Nacional de Información sobre Biotecnología en la red mundial en 
ncbi.nlm.nih.gov/. Se pueden usar ambos parámetros por defecto u otros parámetros no predeterminados. El 
programa BLASTN (para las secuencias de nucleótidos) usad como defecto una longitud de texto (W) de 11, una 35
expectativa (E) de 10, M=5, N=4 y una comparación de ambas hebras. Para las secuencias de aminoácidos, el 
programa BLASTP usa como parámetros por defecto una longitud de texto de 3, y una expectativa (E) de 10 y la 
matriz de puntuación BLOSUM62 (véase Henikoff y Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915 (1989)) 
alineaciones (B) de 50, expectativa (E) de 10, M=5, N=-4 y una comparación de ambas hebras.

40
El término "contenido de GC" se refiere al porcentaje de una secuencia de ácido nucleico compuesta por los 
residuos desoxirribonucleósidos, desoxiguanosina (G) y/o desoxicitidina (C) o los ribonucleótidos guanosina (G) 
y/citidina (C).

El término "unido operativamente" se refiere a un enlace funcional entre una primera secuencia de ácido nucleico y 45
una segunda secuencia de ácido nucleico, de manera que la primera y la segunda secuencias de ácido nucleico se 
transcriben en una sola secuencia de ácido nucleico. Las secuencias de ácido nucleico unidas operativamente no 
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tienen que estar físicamente adyacentes una con otra. La expresión “unido operativamente” hace referencia a una 
unión funcional entre la secuencia de control de la expresión de ácido nucleico (tal como un promotor o matriz sitios 
de unión del factor de transcripción) y una secuencia de ácido nucleico transcribible, donde la secuencia de control 
de la expresión dirige la transcripción del ácido nucleico correspondiente a la secuencia transcribible.

5
En el presente documento se puede hacer referencia a los aminoácidos bien por sus símbolos de tres letras 
conocido o por el símbolo de una letra recomendados por la IUPAC-IUB Biochemical Nomenclature Commission. 
Asimismo, se puede hacer referencia a los nucleótidos por sus códigos de una sola letra aceptados habitualmente.

“Variantes modificadas de forma conservadora" como se usa en el presente documento se aplica a secuencias de 10
aminoácidos. Un experto en la técnica reconocerá que sustituciones, deleciones o adiciones en una secuencia de 
ácido nucleico, péptido, polipéptido o proteína que alteren, añadan o delecionen un solo aminoácido o un porcentaje 
pequeño de aminoácidos en la secuencia codificada es una “variante modificada de forma conservadora” donde la 
alteración tiene como resultado la sustitución de un aminoácido por un aminoácido químicamente similar. En la 
técnica son bien conocidas las tablas de sustituciones conservadoras que proporcionan aminoácidos funcionalmente 15
similares. Dichas variantes modificadas de forma conservadora son, además de y sin excluir, variantes polimórficas, 
homólogos entre especies y alelos de la invención.

Cada uno de los siguientes ocho grupos contiene aminoácidos que son sustituciones conservadoras uno de otro: 
20

1) Alanina (A), Glicina (G);
2) Ácido aspártico (D), ácido glutámico (E);
3) Asparagina (N), Glutamina (Q); 
4) Arginina (R), Lisina (K); 
5) Isoleucina (I), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V);25
6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptófano (W);
7) Serina (S), Treonina (T); y
8) Cisteína (C), Metionina (M) (véase, por ejemplo, Creighton, Proteins (1984)).

El término "mamífero" se refiere a cualquier animal dentro de la clasificación taxonómica de mamíferos. Un mamífero 30
puede hacer referencia a un ser humano o a un primate no humano. Un mamífero puede hacer referencia a un 
animal doméstico, incluyendo, por ejemplo, canino, felino, roedor, lagomorofos, murinos, rattus, Cricetinae 
(hámsteres), etc. Un mamífero puede hacer referencia a un animal agrícola, incluyendo, por ejemplo, bovino, ovina, 
porcino, equino, etc.

35
La expresión "cantidad terapéuticamente eficaz" hace referencia a la dosis de un agente o agentes terapéuticos 
suficientes para lograr el efecto terapéutico deseado sin producir efectos secundarios no deseados o estos son 
mínimos. Un médico experto puede determinar fácilmente una cantidad terapéuticamente eficaz, por ejemplo, 
mediante, en primer lugar, la administración de una dosis baja del agente o agentes farmacológicos y, después, 
aumentando gradualmente la dosis hasta conseguir el efecto terapéutico deseado sin efectos secundarios 40
indeseados o con mínimos efectos secundarios. 

La expresión "niveles suprafisiológicos" hace referencia a niveles de IL-15 en un tejido particular, por ejemplo, 
sangre, plasma, suero, timo, que están por encima de los niveles fisiológicos naturales. Los niveles suprafisiológicos 
de IL-15 en un tejido también se pueden lograr cuando se mantiene la concentración de IL-15 en dicho tejido por 45
encima de los niveles presentes en la naturaleza durante un período prolongado de tiempo, por ejemplo, durante 
días o semanas consecutivos o durante la duración del tratamiento terapéutico. Por ejemplo, el ADN o proteína de 
IL-15 ADN se pueden administrar a una dosis suficiente para alcanzar los niveles plasmáticos de IL-15 de 
aproximadamente 1 a 1000 ng/ml, por ejemplo, los niveles plasmáticos de IL-15 de aproximadamente 10 a 1000 
ng/ml. La IL-15 y el IL-15Rα pueden liberarse en cantidades equimolares. Como alternativa, se puede administrar un 50
complejo proteico de IL-15/IL-15Rα a una dosis de aproximadamente 0,01 a 0,5 mg/kg.

El término "coadministrar" se refiere a la presencia de dos agentes farmacológicos, por ejemplo, IL-15 e IL-15Rα, en 
que la sangre al mismo tiempo. Los dos agentes farmacológicos se pueden administrar simultáneamente o 
secuencialmente.55

El término "que consiste esencialmente en" se refiere a la administración de los agentes farmacológicamente activos 
citados expresamente, por ejemplo, IL-15 e IL-15Rα, y excluye los agentes farmacológicamente activos que no citan 
de forma expresa, por ejemplo, un antígeno. El término que consiste esencialmente en no excluye agentes 
farmacológicamente inactivos o inertes, por ejemplo, vehículos o excipientes fisiológicamente aceptables.60

Breve descripción de los dibujos

La Figura 1 ilustra un esquema de la estabilización mutua de IL-15 e IL-15α.
65

La Figura 2 ilustra los efectos de la coadministración sistémica de polinucleótidos que expresan IL-15 e IL-15Rα 
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sobre el peso del bazo (panel superior), el peso del timo (panel central) y el porcentaje de linfocitos en la médula 
ósea (panel inferior).

La Figura 3 ilustra los efectos de la coadministración sistémica de polinucleótidos que expresan IL-15 e IL-15Rα 
sobre la maduración de las células T en el timo. Las células T CD4+CD8+ dobles positivas disminuyen con un 5
aumento concomitante de las células T positivas simples con altos niveles de CD3 (es decir, células T CD4+ o 
CD8+).

La Figura 4 ilustra la migración de timocitos cargados con éster de succinimidilo carboxifluoresceína ("CFSE") en 
división al pulmón en ratones tratados con IL-15 y control sin tratar (paneles superiores). Los paneles inferiores 10
muestran un aumento de expresión de CD122 (IL-2Rβ/IL-15Rβ) en los linfocitos, por ejemplo, células T totales y 
células CD+ en el pulmón.

La Figura 5 ilustra la reconstitución de linfocitos en el tejido pulmonar de ratones defectivos (KO) para IL-15 
tratados con ADN plasmídico que codifica IL-15/IL-15Rα en comparación con los ratones KO control sin tratar.15

La Figura 6 proporciona un esquema de la evolución temporal de un experimento de depleción linfocitaria.

La Figura 7 ilustra el peso del bazo con el tiempo después de la administración de ciclofosfamida (Cyp) y Cyp + 
IL-15/IL-15Rα.20

La Figura 8 ilustra el aumento en las células NK de pulmón después de la administración de Cyp.

Figura 9 ilustra el aumento en las células T de pulmón T en presencia de IL-15/IL-15Rα.
25

La Figura 10 ilustra que las células T CD8+ se recuperan parcialmente después de la administración de IL-15/IL-
15Rα.

La Figura 11 ilustra el aumento de las células T CD8+ de pulmón en presencia de IL-15/IL-15Rα como se refleja 
en el cambio de la relación de células T CD8+ y CD4+ después de la administración de IL-15.30

La Figura 12 ilustra un análisis de células T en el bazo después de administración de Cyp y IL-15/IL-15Rα.

La Figura 13 ilustra la recuperación completa de las células T de la médula ósea después de la administración de 
IL-15/IL-15Rα.35

La Figura 14 ilustra el protocolo de tratamiento con IL-15/IL-15Rα para ratones linfopénicos usados en el Ejemplo 
3.

La figura 15 ilustra que una sola administración de ADN que codifica IL-15/IL-15sRαes suficiente para la 40
recuperación completa de las células NK en bazo y pulmón 5 días después de la inyección de ADN.

La Figura 16 ilustra que la administración de IL-15/IL-15sRα estimula la recuperación de las células T CD8 dentro 
de los 10 días después del tratamiento, sin afectar significativamente a la recuperación de las células T CD4.

45
La Figura 17 ilustra que los niveles altos de IL-15/IL-15sRα circulantes estimulan aumento transitorio de la 
relación T efectoras/T reguladoras después de la linfoablación.

La Figura 18 ilustra los niveles de IL-15 en suero después de la liberación hidrodinámica de vectores de ADN que 
expresan diferentes formas de IL-15.50

La Figura 19 ilustra la expresión de CD25 en la superficie de las células T de bazo después de la liberación de 
ADN de IL-15/IL-15Rα.

La Figura 20 ilustra la expresión de CD62L en la superficie de las células T de bazo después de la liberación de 55
ADN de IL-15/IL-15Rα.

La Figura 21 ilustra la expresión de CD44 en la superficie de las células T de bazo después de la liberación de 
ADN de IL-15/IL-15Rα.

60
La Figura 22 ilustra un protocolo (Ejemplo 5) para la administración de IL-15/IL-15sRα purificados in vivo.

La Figura 23 ilustra que IL-15/IL-15Rα purificada es bioactiva in vivo.
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Descripción detallada

1. Introducción 

La invención actualmente reivindicada se basa, en parte, en el sorprendente descubrimiento de que sometiendo el 5
tejido tímico a niveles suprafisiológicos de IL-15 estimula la maduración de las células T en el timo de células T
dobles positivas CD4+CD8+ en células T simples positivas (es decir, CD4+ o CD8+) con niveles altos de CD3, 
disminuye la frecuencia de timocitos apoptóticos y aumenta la migración de las células T maduras desde el timo a 
los tejidos periféricos, incluyendo los tejidos periféricos linfoides y no linfoides.

10
La invención actualmente reivindicada se basa además, en parte, en el sorprendente descubrimiento de que la 
administración sistémica de niveles suprafisiológicos de IL-15 estimula la maduración y la exportación de los 
linfocitos de los tejidos linfoides centrales (por ejemplo, en el timo y la médula ósea) a los tejidos periféricos, 
incluyendo los tejidos periféricos linfoides y no linfoides.

15
2. Métodos de estimulación de la maduración de los linfocitos en un órgano linfoide central y la migración de 
los linfocitos a los tejidos periféricos

La invención actualmente reivindicada proporciona la estimulación de la maduración de las células T en el timo, la 
disminución de la apoptosis de las células T en el timo y la estimulación de la migración o la salida de las células T 20
maduras desde el timo, poniendo en contacto el tejido del timo con niveles suprafisiológicos de IL-15. En algunos 
casos de la divulgación, el tejido tímico puede ser in vivo o in vitro.

Cuando la IL-15 se administra in vivo, se proporciona a un sujeto o paciente o individuo en necesidad de la misma. 
El sujeto puede ser cualquier mamífero, tal como un primate no humano. En la invención reivindicada, el sujeto es 25
un ser humano. Los sujetos que se beneficiarán de la presente divulgación tienen una deficiencia de timocitos 
maduros y/o en otros linfocitos en los tejidos periféricos, incluyendo tejidos periféricos linfoides y no linfoides. En 
algunos casos, el sujeto en la divulgación es inmunodeficiente o tiene linfopenia. En la invención reivindicada, el 
sujeto tiene una inmunodeficiencia inducida por el fármaco debido a medicamentos contra el cáncer. En el presente 
documento también se divulgan sujetos que tienen una inmunodeficiencia secundaria a una enfermedad, por 30
ejemplo, infección por VIH. Los sujetos pueden tener una mutación genética que de lugar a una IL-15 no funcional o 
a una subunidad del receptor de IL-15 no funcional (por ejemplo, IL-15Rα, IL-15Rβ, o IL-15Rγ).

La exposición sostenida del tejido del timo a niveles suprafisiológicos de IL-15 estimula la maduración de células T 
doble positivas. La IL-15 estimula la diferenciación terminal de los timocitos en células T simples positivas que 35
expresan bien CD4 o CD8. Las células T maduras pueden también expresar CD122 (también conocido como la 
subunidad beta del receptor de IL-2/IL-15). Las células T maduras pueden también expresar niveles altos de la 
proteína de superficie CD3. La maduración inducida por IL-15 de las células T también corresponde a una reducción 
en la frecuencia de células T inmaduras que sufren apoptosis. Poniendo en contacto el tejido del timo con niveles 
suprafisiológicos de IL-15, las células T doble positivas CD4+CD8+ y las células T con niveles bajos de CD3 se 40
pueden eliminar sustancialmente a medida que las células maduran en células T simples positivas con niveles altos 
de CD3. Después de la exposición a niveles suprafisiológicos de IL-15, al menos el 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o 
más de las células T son células T simples positivas CD4+ o CD8+ con niveles altos de CD3.

La maduración inducida por IL-15 de las células T en el tejido del timo también estimula la migración de las células T 45
maduras a los tejidos periféricos, incluyendo los tejidos periféricos linfoides y no linfoides. Las células T maduras que 
salen del timo pueden o no pueden estar activadas. Por ejemplo, después de aproximadamente 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 
10 o más días de exposición a niveles suprafisiológicos de IL-15, el órgano del timo puede haber disminuido de 
tamaño, por ejemplo, en al menos aproximadamente 30 %, 40 %, 50 %, o más, debido a la salida del timo inducida 
por IL-15.50

La administración sistémica de niveles suprafisiológicos de IL-15, por ejemplo, sostenida a lo largo de, por ejemplo, 
aproximadamente 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o más días, también estimula la maduración y la migración de linfocitos, 
incluyendo las células NK, de la médula ósea. Por ejemplo, después de aproximadamente 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o 
más días de exposición a niveles suprafisiológicos de IL-15, el porcentaje de linfocitos en la médula ósea puede 55
haber disminuido, por ejemplo, en al menos aproximadamente 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, o más, debido a la salida de 
los linfocitos de la médula ósea inducida por IL-15.

Al mismo tiempo que el número de linfocitos disminuye en los tejidos linfoides centrales, es decir, en el timo y la 
médula ósea, el número de linfocitos en los tejidos linfoides periféricos, por ejemplo, el bazo, los ganglios linfáticos, 60
los tejidos linfoides asociados a las mucosas (MALT), por ejemplo, las amígdalas, y/o los tejidos linfoides asociados 
al intestino (GALT), incluyendo las placas de Peyer, aumenta. Adicionalmente, el número de linfocitos en los tejidos 
no linfoides periféricos, incluyendo el pulmón, el hígado, el riñón, la piel, y otros tejidos, también se incrementa. En 
algunas realizaciones, la administración de niveles suprafisiológicos de IL-15 aumenta el número de linfocitos, 
incluyendo células T, células B y células NK, en la sangre.65
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3. Tratamiento de la linfopenia

Como se ha explicado anteriormente, en un aspecto, la divulgación se basa en el descubrimiento de que la 
administración sistémica de niveles suprafisiológicos de IL-15 estimula la maduración y la exportación de los 
linfocitos de los tejidos linfoides centrales (por ejemplo, en el timo y la médula ósea) a los tejidos periféricos, 5
incluyendo los tejidos periféricos linfoides y no linfoides.

Por consiguiente, la divulgación proporciona la prevención, reducción e inhibición de la depleción de linfocitos, 
incluyendo células T, células B y células asesinas naturales (NK), en la circulación periférica o en los tejidos 
mediante la administración sistémica de IL-15 a un sujeto en necesidad del mismo. La presente divulgación también 10
proporciona la aceleración de la recuperación y acortamiento del periodo de tiempo de depleción de linfocitos, 
incluyendo células T, células B y células asesinas naturales (NK), en la circulación periférica o en los tejidos 
mediante la administración sistémica de IL-15 a un sujeto en necesidad del mismo. 

Como se divulga en el presente documento, los sujetos, pacientes o individuos pueden ser cualquier mamífero, tal 15
como un primate no humano. En la invención reivindicada, el mamífero ser humano. En el presente documento 
también se divulgan casos los que el individuo es un mamífero doméstico (por ejemplo, un canino o felino), un 
mamífero de laboratorio (por ejemplo, un ratón, una rata, un conejo, un hámster), o un mamífero agrícola (por 
ejemplo, un bovino, un porcino, un ovino, un equino). Los sujetos que se beneficiarán de los presentes 
procedimientos o bien ya tienen o tendrán (como resultado de un ciclo de tratamiento de fármacos) una deficiencia 20
de linfocitos maduros en la circulación periférico o en los tejidos, incluyendo los tejidos periféricos linfoides y no 
linfoides. En algunos casos, el sujeto es inmunodeficiente o tiene linfopenia. Para los fines de tratamiento, el 
paciente ya está sufriendo niveles anormalmente bajos de linfocitos circulantes. Para los fines de prevención, el 
paciente puede tener niveles normales de linfocitos periféricos y es probable que experimente depleción de linfocitos 
como resultado de un tratamiento quimioterapéutico.25

Los patrones para el diagnóstico de la linfopenia se conocen en la materia y se lo puede realizar cualquier médico 
capacitado. En algunas realizaciones, el paciente tiene un recuento de linfocitos totales en sangre circulante que es 
inferior a aproximadamente 600/mm3. El paciente puede tener un recuento de linfocitos totales circulantes en sangre 
es menor que aproximadamente 2.000/µl de los linfocitos totales circulantes en el momento del nacimiento, menor 30
que aproximadamente 4.500/µl de linfocitos totales circulantes aproximadamente a los 9 meses de edad o menor 
que aproximadamente 1.000/µl de linfocitos totales circulantes en pacientes mayores de aproximadamente 9 meses 
(niños y adultos). Véase, por ejemplo, The Merck Manual, 18ª Edición, 2006, Merck & Co.

El origen o la etiología de la depleción o los niveles anormalmente bajos de linfocitos pueden ser por cualquier 35
razón. La linfocitopenia tiene una amplia gama de posibles causas, incluyendo infecciones víricas (por ejemplo, 
infección por el VIH), bacterianas (por ejemplo, infección por tuberculosis activa) y fúngicas; insuficiencia crónica del 
ventrículo derecho del corazón, enfermedad de Hodgkin y cánceres del sistema linfático, leucemia, una fuga o rotura 
en el conducto torácico, efectos secundarios de medicamentos de prescripción médica, incluyendo agentes 
anticancerosos, agentes antivirales y glucocorticoides, malnutrición resultante de las dietas que tienen niveles bajos 40
de proteínas, radioterapia, uremia, trastornos autoinmunes, síndromes de deficiencia inmunitaria, niveles de estrés 
altos y traumatismo. La linfopenia también puede ser de etiología desconocida (es decir, linfopenia idiopática).

La depleción de linfocitos puede implicar linfocitos totales (por ejemplo, células T, células B y células NK, etc.), o
puede implicar solamente una subpoblación de linfocitos totales (una o más de células T, células T CD4+, células T 45
CD8+, células B, células NK).

Los pacientes que tienen una enfermedad que causa depleción de los linfocitos circulantes periféricos se describen 
en el presente documento. Por ejemplo, el paciente puede sufrir un cáncer, incluyendo enfermedad de Hodgkin y
cánceres del sistema linfático, leucemia; una infección vírica, incluyendo el VIH o el virus de la hepatitis. En la 50
invención reivindicada, el paciente está recibiendo un agente contra el cáncer, tal como quimioterapia, que causa 
depleción de linfocitos circulantes periféricos. Entre los ejemplos de agentes farmacológicos que pueden causar 
depleción de linfocitos se incluyen, sin limitaciones, vinblastina, fludarabina, aclarubicina, doxorubicina, exemestano, 
alefacept, alemtuzumab, cloranfenicol, pamidronato, idarubicina y ciclofosfamida. Los pacientes también podrían 
también recibir agentes antivíricos, agentes retrovirales o glucocorticoides.55

En el presente documento se divulgan sujetos que tienen una mutación genética que de lugar a una IL-15 no 
funcional o a una subunidad del receptor de IL-15 no funcional (por ejemplo, IL-15Rα, IL-15Rβ, o IL-15Rγ).

4. IL-1560

La IL-15 para su uso en la invención reivindicada puede ser cualquier IL-15 fisiológicamente activa (es decir, 
funcionales). La IL-15 se puede liberar como un polipéptido o un polinucleótido que codifica IL-15. La IL-15 puede 
ser de longitud completa o un fragmento fisiológicamente activo de la misma, por ejemplo, un fragmento de IL-15 
que retiene la unión a IL-15Ra y/o IL-15Rβ, o un fragmento de IL-15 que estimula la proliferación y/o maduración de 65
células T. En algunas realizaciones, el polipéptido de IL-15 liberado o expresado tiene uno o más aminoácidos que 
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están sustituidos, añadidos o eliminados, al tiempo que conserva la actividad fisiológica de IL-15. En algunas 
realizaciones, la IL-15 liberada o expresada comparte una identidad de la secuencia de aminoácidos de al menos 90
%, 93 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % con una IL-15 de tipo silvestre, por ejemplo, SEQ ID NO: 2. En algunas 
realizaciones, el polinucleótido que codifica la IL-15 comparte una identidad de la secuencia de aminoácidos de, al 
menos, 90 %, 93 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % con una secuencia de codificación de IL-15 de tipo silvestre, 5
SEQ ID NO: 1.

El polinucleótido que codifica IL-15 puede tener uno o más codones alterados para mejorar la expresión. En algunas 
realizaciones, el polinucleótido que codifica IL-15 comparte una identidad de la secuencia de ácido nucleico de al 
menos 90 %, 93 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % con una de secuencia de codificación de IL-15 de tipo 10
silvestre, por ejemplo, la SEQ ID NO: 3. En algunas realizaciones, el polinucleótido que codifica IL-15 comparte una 
identidad de secuencia de ácido nucleico al menos la SEQ ID NO: 4. Los polinucleótidos que codifican IL-15 que 
tienen codones alterados para mejorar la expresión, por ejemplo en el documento WO 2007/084342 y en el 
documento WO 2004/059556..

15
El polinucleótido que codifica la IL-15 puede unirse operativamente a un olinucleótido que codifica una secuencia de 
péptido señal nativo, por ejemplo, la secuencia del péptido señal largo de la IL15(LSP) o la secuencia del péptido 
señal de IL-15 corto (SSP). En algunas realizaciones, la secuencia de ácido nucleico que codifica un péptido señal 
de IL-15 nativa se sustituye con una secuencia de ácido nucleico que codifica un péptido señal de una proteína 
heteróloga. La proteína heteróloga puede ser, por ejemplo, de activador del plasminógeno tisular (tPA), hormona del 20
crecimiento, factor estimulante de colonias de granulocitos-macrófagos (GM-CSF) o una inmunoglobulina (por 
ejemplo, IgE). Un ejemplo de una fusión de GMCSF-IL-15 humana se proporciona en SEQ ID NO: 18. En algunas 
realizaciones, el ácido nucleico que codifica la IL-15 está unido operativamente a un ácido nucleico que codifica un 
elemento de exportación de ARN, por ejemplo un CTE o RTEm26CTE.

25
En algunos casos de la divulgación, la IL-15 se administra como un heterodímero con IL-15Rα. Uno o ambos de IL-
15 y IL-15Ra se pueden administrar como un polipéptido. Uno o ambos de IL-15 y IL-15Rα se pueden administrar 
como un polipéptido. En una realización, la IL-15 y IL-15Ra se pueden administrar de forma conjunta como 
polipéptidos. En una realización, un polipéptido de IL-15 se administra de forma conjunta con un polinucleótido que 
codifica IL-15Rα. En una realización, un polipéptido de IL-15Rα se administra de forma conjunta con un 30
polinucleótido que codifica IL-15.

En algunos caso de la divulgación, el IL-15Rα administrado puede ser cualquier IL-15Rα fisiológicamente activo (es 
decir, funcional. El IL-15Rα se puede liberar como un polipéptido o un polinucleótido que codifica IL-15Rα. El IL-
15Rα puede ser de longitud completa o un fragmento fisiológicamente activo del mismo, por ejemplo, un fragmento 35
de IL-15Rα que conserva la unión específica a IL-15. Además, el IL-15Rα, por ejemplo, un fragmento que conserva 
la unión específica a IL-15 y carece de la región de anclaje transmembrana, puede fusionarse con una región Fc. En
algunas realizaciones, el polipéptido de IL-15Rα liberado o expresado tiene uno o más aminoácidos que están 
sustituidos, añadidos o eliminados, al tiempo que conserva la actividad fisiológica de IL-15Rα. En algunas 
realizaciones, la IL-15 liberada o expresada comparte una identidad de la secuencia de aminoácidos de al menos 9040
%, 93 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % con un IL-15Rα, de tipo silvestre, por ejemplo, las SEQ ID NO: 5 o SEQ 
ID NO: 7. En algunas realizaciones, el polinucleótido que codifica IL-15 comparte una identidad de la secuencia de 
ácido nucleico de al menos 90 %, 93 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % con una secuencia de codificación de IL-
15 de tipo silvestre, por ejemplo, las SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 8.

45
El polinucleótido que codifica IL-15Rα puede tener uno o mαs codones alterados para mejorar la expresión. En 
algunas realizaciones, el polinucleótido que codifica IL-15Rα comparte una identidad de secuencia de ácido nucleico 
de al menos 90 %, 93 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % con una secuencia de codificación de IL-15Rα de tipo 
silvestre, por ejemplo, la SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 11. Los polinucleótidos que codifican IL-15Rα que tienen 
codones alterados para la mejora de la expresión se describen en, por ejemplo, el documento WO 2007/084342.50

El polinucleótido que codifica IL-15Rα puede estar unido operativamente al polinucleótido que codifica una 
secuencia del péptido señal nativo. En algunas realizaciones, la secuencia de ácido nucleico que codifica un péptido 
señal de IL-15Rα nativo se sustituye con una secuencia de ácido nucleico que codifica un péptido señal de una 
proteína heteróloga. La proteína heteróloga puede ser, por ejemplo, de activador del plasminógeno tisular (tPA), 55
hormona del crecimiento, factor estimulante de colonias de granulocitos-macrófagos (GM-CSF) o una 
inmunoglobulina (por ejemplo, IgE). En algunas realizaciones, el ácido nucleico que codifica el IL-15Ra está unido 
operativamente a un ácido nucleico que codifica un elemento de exportación de ARN, por ejemplo un CTE o 
RTEm26CTE.

60
En la invención reivindicada, el IL-15Ra está en forma de una proteína de fusión de Fc. Los ejemplos de secuencias 
polipeptídicas de sIL-15Ra se muestran en las SEQ ID NO: 17 y SEQ ID NO: 20. Típicamente, tales proteínas se 
secretan y pueden encontrarse solubles en el plasma, o pueden estar asociadas con la superficie de las células que 
expresan el receptor de Fc para la región Fc de la proteína de fusión. Diferentes fragmentos de IL-15Ra se pueden 
fusionar a la región Fc. Dos ejemplos de fusiones funcionales se proporcionan como la SEQ ID NO: 17 y la SEQ ID 65
NO: 20, que contienen 205 o 200 aminoácidos dentro de la región de IL-15Rα. En algunas realizaciones, la región de 
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IL-15Rα de la proteína de fusión puede liberarse mediante escisión proteolítica. En algunas realizaciones, la región 
funcional de IL-15Rα de la proteína está unida a un polipéptido que es capaz de unirse a tipos específicos de células 
a través de receptores de la superficie. En algunas realizaciones, la proteína de fusión IL15–Rα Fc comparte una 
identidad de secuencia de aminoácidos de al menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % con un polipéptido 
seleccionado del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 17 y SEQ ID NO: 20.5

En algunas realizaciones, un polinucleótido que codifica IL-15 se administra de forma conjunta con un polinucleótido 
que codifica IL-15Rα. El polinucleótido que codifica IL-15 y el polinucleótido que codifica IL-15Rα se pueden 
administrar en el mismo vector o en vectores separados. Preferentemente, el polinucleótido que codifica IL-15 se 
administra de forma conjunta con un polinucleótido que codifica IL-15Rα están en el mismo vector. Un ejemplo de un 10
plásmido que codifica una fusión IL-15Rα-Fc tiene una secuencia polipeptídica de la SEQ ID NO: 17 y un péptido 
señal de GM-CSF humano-IL-15 de la SEQ ID NO: 18 se proporciona en la SEQ ID NO: 16. Un segundo ejemplo de 
un plásmido que codifica una fusión IL-15Rα-Fc tiene una secuencia polipeptídica de SEQ ID NO: 20 y un péptido 
señal de GM-CSF humano de-IL-15 de la SEQ ID NO: 18 se proporciona en la SEQ ID NO: 19. En algunos casos de 
la divulgación, el vector administrado comparte una identidad de secuencia de ácido nucleico de al menos 95 %, 9715
%, 98 %, 99 % o 100 % con un vector plasmídico seleccionado del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 13, SEQ 
ID NO : 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, y SEQ ID NO: 19.

Un experto en la técnica entiende que los vectores de expresión, promotores, señales de poliadenilación, y péptidos 
secretores alternativos a los de los ejemplos de secuencias proporcionados en el presente documento pueden 20
usarse para la expresión de IL-15 y el receptor alfa de IL-15 optimizados.

Para los fines de los presentes métodos, la IL-15 no se utiliza como un adyuvante para potenciar la respuesta 
inmunitaria contra un antígeno particular. Por lo tanto, en los presentes métodos, la IL-15 se administra sin un 
antígeno. Dicho de otra manera, la IL-15 no se administra de forma conjunta con un antígeno.25

La IL-15 (y el IL-15Rα) se administran a una dosis suficiente para alcanzar niveles suprafisiológicos de IL-15 por vía 
sistémica o en el tejido diana, por ejemplo, el timo, durante el período de tiempo deseado. El periodo de tiempo 
deseado puede ser días, semanas o más si es necesario. En algunas realizaciones, los niveles suprafisiológicos de 
IL-15 se mantienen durante toda la duración del tratamiento o hasta que se alcanza un punto final terapéutico 30
deseado, por ejemplo, la repoblación de los tejidos periféricos con linfocitos. En algunas formas de realización, la IL-
15 se administra una vez, como un bolo.. En algunas formas de realización, la IL-15 se administra dos o más veces. 
Cuando se administra varias veces, la IL-15 se puede administrar a diaria, semanalmente, quincenalmente, 
mensualmente, o según sea necesario, para mantener los niveles suprafisiológicos de IL-15 por vía sistémica o en el 
tejido diana.35

En realizaciones donde la IL-15 (y el IL-15Rα) se administran como un polipéptido, las dosis típicas pueden variar de 
aproximadamente 0,1 mg/kg de peso corporal hasta, e incluyendo, aproximadamente de 0,5 mg/kg de peso corporal. 
En algunas realizaciones, la dosis de polipéptido es de aproximadamente 0,01, 0,02, 0,05, 0,08, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 
0,5 mg/kg de peso corporal.40

En realizaciones donde la IL-15 (y el IL-15Rα) se administran como un polinucleótido, las dosis son suficientes para 
alcanzar niveles plasmáticos de IL-15 de aproximadamente 1 a 1.000 ng/ml, por ejemplo, niveles plasmáticos de IL-
15 de aproximadamente 10 a 1.000 ng/ml. Dicho intervalo de concentraciones en plasma se puede lograr, por 
ejemplo, después de la electroporación intramuscular de aproximadamente 0,1 mg de plásmido de ADN que expresa 45
IL-15/IL-15Rα por kg de peso corporal. En algunas realizaciones, la dosis de ácido nucleico es de aproximadamente 
00,02, 0,05, 0,1, 0,2, 0,5 mg/kg de peso corporal.

La IL-15 se puede administrar por una vía apropiada para efectuar los niveles suprafisiológicos sistémicos de IL-15 
IL-15 o los niveles suprafisiológicos de IL-15 en el tejido diana, por ejemplo, el timo. La IL-15 y el IL-15Rα se pueden 50
administrar a través de las mismas o diferentes vías. En algunos casos, la IL-15 (y el IL-15Rα) se administran 
sistémicamente, incluyendo, sin limitaciones, las vías enteral (es decir, por vía oral) o parenteral, por ejemplo, por vía 
intravenosa, intramuscular, subcutánea, intradérmica, intranasal, o por inhalación. En el presente documento 
también se describe la administración local de la IL-15 (y IL-15Rα), por ejemplo, por vía intratímica o directamente en 
la médula ósea.55

Para el tratamiento de la linfopenia, la administración sistémica de IL-15 estimula y acelera la repoblación de las 
poblaciones de linfocitos periféricos. Después de la administración de IL-15, los linfocitos o las subpoblaciones de 
linfocitos circulantes periféricamente pueden ser al menos el 80 %, 85 %, 90 % o 95 % de los niveles considerados 
normales en un individuo sano. En algunas realizaciones, los linfocitos o las subpoblaciones de linfocitos están 60
completamente repoblados a niveles normales. En algunas realizaciones, la repoblación de linfocitos es días o 
semanas más rápida en un individuo que recibió la administración de IL-15 en comparación con una persona que no 
recibió la administración de IL-15.

La administración sistémica de IL-15 también evita, reduce o inhibe la depleción de linfocitos en la circulación 65
periférica, por ejemplo, causada por quimioterapia o radioterapia. Después de la administración de IL-15, los 
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linfocitos o subpoblaciones de linfocitos circulantes periféricamente se pueden mantener a niveles de al menos 70
%, 75 %, 80 %, 85 %, 90 % o 95 % de los niveles normales. En algunas realizaciones, los linfocitos o las 
subpoblaciones de linfocitos se mantienen a niveles normales. 

En algunos casos de la divulgación, la IL-15 se administra de forma conjunta con un agente quimioterapéutico que 5
causa o puede causar linfopenia o depleción de linfocitos en los tejidos periféricos. El agente quimioterapéutico 
puede ser un agente anticanceroso o un agente antiviral. En algunos casos, la IL-15 se administra después de un 
ciclo de tratamiento con un agente quimioterapéutico que causa o puede causar linfopenia o depleción de linfocitos 
en los tejidos periféricos. En algunos casos, la IL-15 también podría administrarse antes, durante o después de un 
ciclo de radioterapia.10

Ejemplos

Los ejemplos siguientes se ofrecen para ilustrar, pero no para limitar, la invención reivindicada.
15

Ejemplo 1: La administración sistémica de IL-15 estimula la maduración de las células T en el timo y la migración de 
las células T a los tejidos periféricos

El ADN de IL-15/IL-15Rα se expresó por vía sistémica y localmente a varios niveles, tanto en ratones normales 
como en defectivos (KO) para IL-15 para entender mejor la biología de IL-15. Véase, Bergamaschi, et al., (2008) J 20
Biol Chem 283:4189–4199. Los niveles suprafisiológicos de IL-15/IL-15Rα en los ratones normales tienen efectos 
rápidos y profundos en muchos tejidos. Hay un aumento rápido y reversible del tamaño del bazo, mientras que el 
timo se hace más pequeño y el número de linfocitos de la médula ósea disminuyen (Figura 2). Previamente, los 
inventores han demostrado que el incremento del tamaño del bazo y de los ganglios linfáticos es proporcional a la 
cantidad de IL-15 en el plasma. Véase, Bergamaschi, et al., (2008) JBiol Chem 283:4189–4199. La cinética y la 25
composición de los linfocitos en muchos tejidos se estudiaron usando 10 parámetros de citometría de flujo, así como 
la transferencia adoptiva de células y el marcaje in vivo. Los resultados de los investigadores ponen de relieve los 
fuertes efectos de la IL-15 en todas las etapas de desarrollo de los linfocitos, como también han sugerido muchos 
investigadores. Revisado en, por ejemplo, Boyman, et al., (2007) Curr Opin Immunol 19:320–326: Sprent, et al., 
(2008) Immunol Cell Biol 86:312–319; Sprent y Surh, (2003) Immunol Lett 85:145–149; Surh, et al., (2006) Immunol 30
Rev 211:154–163; Surh y Sprent, (2005) Semin Immunol 17:183–191; y Surh y Sprent, (2008) Immunity 29:848–862. 
Sin embargo, antes de la presente invención, no se han aclarado los efectos de la IL-15 en el timo. Los resultados 
de los inventores indican que la IL-15 estimula la maduración de los timocitos dobles positivos CD4+ CD8+ en 
células T simples positivas con niveles altos de CD3 (Figura 3) y acelera su rápida migración a la periferia (Figura 4).
Siete días después del marcaje in situ de los timocitos, IL-15/IL-15Rα estimuló su migración al pulmón. En presencia 35
de IL-15/IL-15Rα, los linfocitos en el pulmón tienen mayores niveles de IL-2/IL-15Rα (CD122, véase, la Figura 4, 
parte inferior) que indican que están activados. Estos resultados son consistentes con la idea de que la IL-15 
estimula no solo la salida acelerada del timo, sino también la migración a los tejidos periféricos y la activación de 
estos linfocitos.

40
Los resultados de los investigadores también muestran que, además de las células NK y T de memoria CD8+ que 
están profundamente afectadas, como era de esperar, todos los linfocitos, incluyendo las células CD4 y CD8 de 
memoria e intactas, y los linfocitos B también se ven afectadas para dividirse, migrar o estar activados. Esto es 
consistente con la expresión generalizada (pero no universal) del receptor betagamma de IL-2/IL-15. La jerarquía de 
la capacidad de respuesta de las subpoblaciones de linfocitos a la IL-15 refleja los niveles de CD122 (IL-2Rbeta) en 45
su superficie. Véase, Bergamaschi, et al., (2008) J Biol Chem 283:4189–4199.

Las observaciones de los inventores están apoyadas además por experimentos realizados en un modelo de KO en 
IL-15, para corregir los defectos de los linfocitos mediante la administración de ADN de plásmido que codifica el 
heterodímero IL-15/IL-15Rα. Los ratones KO en IL-15 se caracterizan por una disminución en el recuento total de 50
células T que afecta, preferentemente, a las células T CD8+, que están casi completamente ausentes en los tejidos 
periféricos. Los inventores han demostrado que IL-15/IL-15Rα puede repoblar órganos no linfoides, tales como los 
pulmones, con linfocitos T CD4 y CD8 maduros. El aumento en las células T CD4 tras el tratamiento con IL-15/IL-
15Rα se multiplica por 10, mientras que el aumento de la población CD8+ es significativamente mayor, 
multiplicándose por 100 (Figura 5). Estos resultados subrayan la viabilidad de la utilización de ADN de IL-15/IL-15Rα 55
para corregir los defectos asociados con linfopenia (por ejemplo, causadas por la ausencia total de IL-15 o de otra 
etiología). El análisis de los linfocitos que migran en diferentes órganos, en presencia de IL-15 sugiere que muchos 
adquieren rápidamente un fenotipo de memoria en ausencia de reconocimiento del antígeno y que la IL-15 estimula 
la reentrada de algunos linfocitos en el timo. La cuestión de la reentrada de los linfocitos en el timo es objeto de 
controversia y el estudio de los efectos de la IL-15 pueden contribuir a la comprensión de este fenómeno. Véase, 60
Sprent y Surh (2009) Immunol Cell Biol 87:46–49; Bosco, et al., (2009) Immunol Cell Biol 87:50–57; Agus, et al., 
(1991) J Exp Med 173:1039–1046. Los datos preliminares de los investigadores indican que la transferencia de los 
timocitos cargados con CFSE en ratones tiene como resultado la llegada al timo solo en los animales que recibieron 
IL-15.

65
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Los inventores han descubierto que la IL-15 disminuye la frecuencia de los timocitos apoptóticos, principalmente 
mediante la estimulación de su diferenciación terminal en las células T simples positivas maduras. Los resultados de 
los inventores después de la inyección intratímica de CFSE indican que la IL-15 aumenta la salida del timo, como se 
refleja en la mayor frecuencia de células T marcadas con CFSE completamente maduras.

5
Los inventores han observado además que el mayor tamaño del bazo tras el tratamiento de IL-15 se debe, en parte, 
al aumento de la frecuencia de los linfocitos B, ya sea mediante proliferación local, migración de células B de otros 
compartimentos, o ambos. Además, durante los experimentos in vivo con esplenocitos marcadas con CFSE 
transferidos adoptivos se observó proliferación inducida por IL-15 tanto de células T CD4 intactas como de memoria. 
En contraste con las células T CD8+, que proliferan casi universalmente en presencia de IL-15, las respuestas de las 10
células T CD4+ parecen estar restringidas a una subpoblación de células.

Ejemplo 2: Corrección de la linfopenia inducida por ciclofosfamida mediante la administración de ADN de IL-15/IL-
15Rα 

15
Sumario

El presente ejemplo muestra la inversión de la linfopenia inducida por ciclofosfamida en ratones jóvenes normales 
mediante la administración sistémica de IL-15. Una o dos dosis elevadas de IL-15 se administraron dos (2) días (o 
dos (2) y doce (12) días) después de la ciclofosfamida mediante inyección de ADN hidrodinámico. Los resultados 20
muestran que los ratones se recuperan más rápidamente de la linfopenia después de la administración de IL-15 en 
comparación con los ratones control con linfopenia inducida por ciclofosfamida que no recibieron IL-15. Los linfocitos 
se recuperaron más rápidamente en los tejidos periféricos después de la administración de IL-15. Las células NK 
fueron las primeras en recuperarse, mientras que las células T se recuperaron en aproximadamente un mes. En el 
curso de estos estudios, los inventores descubrieron que dos administraciones de IL-15 mejoraron la recuperación 25
de las células T a través de una única administración de IL-15. Además, los niveles bajos y sostenidos de IL-15 
proporcionan una repoblación más eficiente de los linfocitos a los tejidos periféricos en comparación con una sola 
dosis alta. Estos resultados demuestran que la IL-15 es útil en el tratamiento y/o prevención de la linfopenia.

Métodos30

Administración de ciclofosfamida

Los ratones Balb/c hembras de seis a ocho semanas de edad se obtuvieron en Charles River Laboratory (Frederick, 
MD). La ciclofosfamida (Sigma) se disolvió en solución salina apirógena y se inyecta por vía intraperitoneal (i.p.) a 35
una dosis de 200 mg/kg de peso corporal. Se realizaron dos tratamientos con ciclofosfamida los días -4 y -2.

Inyección de ADN

El día 0, se realizó una inyección hidrodinámica de cualquiera de un vector control o plásmido de expresión de IL-15 40
e IL-15Rα en ratones tratados con ciclofosfamida. El ADN del vector vacío también se administró a los ratones no 
tratados con ciclofosfamida, como control. Brevemente, se inyectaron de 0,2 µg a 2 µg de ADN en 1,6 ml de solución 
estéril de NaCl al 0,9 % en ratones a través de la vena de la cola en un plazo de 7 segundos utilizando una aguja de 
calibre 27,5. Se produjeron plásmidos de ADN libre de endotoxina altamente purificados utilizando el kit Qiagen 
EndoFree Giga (Qiagen, Hilden).45

Análisis de los linfocitos

Se sacrificó a los ratones en diferentes puntos de tiempo (días 2-26) después de la inyección de ADN y se 
recogieron suero, médula ósea, timo, bazo, hígado y pulmones para su análisis.50

Para el aislamiento de linfocitos de médula ósea se recogieron los fémures izquierdos y derechos y se centrifugaron 
a 13.000 durante 5 minutos, se resuspendieron y se centrifugaron de nuevo (total de 3 veces). Las células recogidas 
se resuspendieron en RPMI que contenía 10 % de suero bovino fetal y las células viables se contaron usando 
colorante naranja de acridina (Molecular Probes)/bromuro de etidio (Fisher).55

Para el aislamiento de esplenocitos o timocitos, se apretaron suavemente los bazos o los timos a través de un Cell 
Strainer (Thomas) de 100 µm y se lavaron en medio RPMI (Gibco) para eliminar cualquier resto de los linfocitos del 
estroma de órganos. Después de la centrifugación, las células se resuspendieron en RPMI que contenía suero 
bovino fetal al 10 % y se contaron.60

Para aislar los linfocitos de los hígados o los pulmones, los tejidos se desmenuzaron y se incubaron con 200 U/ml de 
colagenasa (Sigma) y 30 U/ml de ADNasa (Roche) durante 1 hora a 37 ºC, a continuación, se recogieron las células 
individuales, se centrifugaron y se resuspendieron en RPMI completo con 10 % de suero bovino fetal.
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Para la fenotipificación, las células se incubaron con la siguiente mezcla de anticuerpos anti-ratón directamente 
conjugados (BD Pharmingen): CD3–APC, CD4–PerCP, CD8–PECy7, CD44–APC, CD49b–FITC, CD19–PE, 
CD62L–PE. Las muestras de células marcadas se analizaron mediante citometría de flujo utilizando un citómetro de 
flujo LSR II (BD) y se analizaron utilizando el software FlowJo (Árbol Star, San Carlos, CA).

5
Los linfocitos de los diferentes grupos de ratones se contaron y se compararon. Se realizaron análisis estadísticos 
usando el programa Prism Software. Las comparaciones de los dos grupos se realizaron mediante la prueba t de 
Mann-Whitney no paramétrica. Los intervalos de confianza fueron 0,05, y todos los valores de p fueron de dos colas.

Resultados10

Se usaron dos inyecciones de ciclofosfamida los días -4 y -2 para generar ratones con depleción de linfocitos. Al día 
0 (y también, para algunos ratones el día 10) se inyectó el vector de expresión de ADN de IL-15/15Rα en la vena de 
la cola, lo que generó niveles sistémicos altos de de IL-15/15Ra bioactiva, tal como se publicó (Bergamaschi, et al.., 
J Biol Chem. (2008) 283(7):4189–99). Los efectos biológicos después de la inyección de ADN de 15Ra IL-15/se 15
compararon con la inyección de un ADN no productor (vector BV) como control negativo en los animales tratados 
con ciclofosfamida.

Se extrajeron diferentes tejidos, incluyendo los pulmones, el hígado, el bazo, el timo y la médula ósea de los ratones 
sacrificados los días 2-26 de de la inyección de ADN y se estudiaron las poblaciones de linfocitos.20

El tratamiento con ciclofosfamida tuvo fuertes efectos sobre los linfocitos, tal como se refleja en el aumento del peso 
del bazo de los animales tratados (Figura 7). Se sacrificó a cuatro animales por punto de tiempo y se controló el 
peso del bazo. Los dos grupos tratados con ciclofosfamida (CP + vector, tratados con un vector de ADN no 
productor; CP + IL-15) tenían un bazo más pequeño el día 2 después del tratamiento de ADN (4 días después de la 25
ciclofosfamida). En este punto temprano y también el día 5, los animales tratados con IL-15 mostraron una diferencia 
estadísticamente significativa en el tamaño del bazo, lo que indica la recuperación acelerada por la IL-15.

Pulmón
30

Los inventores también analizaron el número de linfocitos y las subpoblaciones en diferentes tejidos para evaluar los 
efectos de la administración de IL-15/15Rα. Estos experimentos se realizaron después de una o dos 
administraciones de ADN IL-15/15Rα los días 0 y 10).

Los linfocitos del pulmón se evaluaron con el fin de determinar los efectos de IL-15/15Rα en un lugar periférico, 35
donde los linfocitos tienen que funcionar. Se sabe que la IL-15 afecta fuertemente a las células T CD8+ T y las 
células NK. Los niveles altos de IL-15 (que se logran con dos inyecciones de ADN 2 µg los días 0 y 10), favorece la 
recuperación de linfocitos en el pulmón después del tratamiento con Cyp.

Efectos sobre las células asesinas naturales (NK):40

Los ratones se trataron los días -4 y -2 y se inyectó el ADN el día 0. En dos grupos de ratones se inyectó ADN 
control negativo BV o ADN de IL-15/IL-15Rα. Los animales tratados con IL-15/IL-15Rα tenían una tendencia a 
números más altos de NK para todos los puntos de tiempo. Al día 14, la comparación de el grupo que recibió el 
vector vacío con el grupo de administración de 2x IL-15/IL-15Rα (inyecciones de AD los días 0 y 10) mostraron que 45
IL-15/15Rα aumentó significativamente la recuperación de células NK de pulmón (p=0,03).

La población de linfocitos que se recupera primero es la de las células NK. En los experimentos de los inventores 
después del tratamiento con ciclofosfamida, las células NK se recuperaron parcialmente en ausencia de cualquier 
otra intervención. La administración de IL-15/15Rα aceleró esta recuperación. La mejor recuperación se observó 50
después de dos inyecciones de IL-15 los días 0 y 10. El examen al día 14 mostró un aumento significativo de NK por 
IL-15 en comparación con Cyp (p = 0,03). Véase la figura 8.

Efectos sobre las células T de pulmón
55

En contraste con las células NK, las células T de pulmón no se recuperan tan rápido. Los ratones se trataron y se 
analizaron como se ha indicado en lo que antecede. Las células T de pulmón T se enumeraron el día 14 después de 
la primera inyección de ADN. Se encontró que las células T totales aumentaron el día 14 después de dos 
administraciones IL-15/Rα los días 0 y 10, en comparación con los animales tratados con Cyp. Véase la figura 9.

60
Las células T de pulmón también se distinguieron según la expresión de CD4 o CD8 y se compararon entre los 
diferentes grupos de ratones. Se descubrió que las células T CD8+ aumentaron preferentemente después de la 
administración de IL-15/15Rα el día 14 (p = 0,0357). Además, los días 6 y 14 se incrementó la relación CD8/CD4, lo 
que demuestra la estimulación preferente de las células T CD8+ por la IL-15. La relación vuelve a la normalidad 
hacia el día 26, en el grupo que IL-15/15Rα. Véanse las Figuras 10 y 11.65
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Bazo

En el bazo, también se descubrió que las células T se recuperaban más rápidamente después de dos inyecciones 
de IL-15/15Rα (p = 0,0357). Similar a los resultados en el pulmón, dos dosis de IL-15/15Rα (días 0 y 10) eran 
capaces de aumentar los linfocitos del bazo después de Cyp (p = 0,03). Véase la figura 12.5

Médula ósea

El nivel alto sostenido de IL-15 (conseguido con dos inyecciones de ADN de 2 µg los días 0 y 10) tuvo como 
resultado una recuperación de células T en la médula ósea hacia el día 14 después de la primera inyección de ADN 10
(Figura 13). La IL-15 afectó a ambos compartimentos CD4 y CD8. El tratamiento con dos administraciones de IL-
15/15Rα dio lugar a altos niveles de células T en la médula ósea el día 14 en comparación con los animales tratados 
con Cyp.

Ejemplo 3: Efectos terapéuticos de la IL-15 en la linfopenia en dos cepas de ratón diferentes15

Este ejemplo también empleó ratones Black6 para analizar los efectos terapéuticos de diversas formas de IL-15 en 
la linfopenia. Dos cepas de ratón diferentes, BALB/c y Black6se utilizaron en estos experimentos. Ambas cepas 
mostraron reconstitución de linfocitos acelerada tras el tratamiento con IL-15/IL-15Rα.

20
Tratamiento de ratones con depleción de linfocitos con ADN de IL-15

Se trató a los ratones Balb/c o Black6 de 6-8 semanas de edad por vía intraperitoneal con una dosis de 200 mg/kg 
de peso corporal de la ciclofosfamida (CYP, Figura 14). Se realizaron dos inyecciones de CYP el día -4 y el día -2. El 
día 0 y el día 5, se realizó una inyección hidrodinámica de cualquiera de un ADN de control o de ADN que expresa la 25
molécula soluble de IL-15/IL-15sRα. El vector de control también se liberó en ratones no tratados con CYP como 
control. Se sacrificó a los ratones a diferentes puntos de tiempo: el día -1 para evaluar la depleción linfocitaria 
inducida por CYP los días 5, 10, 17 y 24 para seguir la reconstitución inmune en presencia o ausencia de IL-15
exógena. Se recogieron diferentes tejidos (bazo, timo, médula ósea, pulmón e hígado) y se analizaron para 
determinar la presencia de diferentes subpoblaciones de linfocitos. El análisis se realizó mediante citometría de flujo 30
después de teñir las células con anticuerpos marcados con fluorescencia.

Para el análisis de flujo, las células aisladas se incubaron con los siguientes anticuerpos anti-ratón conjugados 
directamente (BD Pharmingen) en las combinaciones adecuadas de acuerdo con los objetivos del experimento: 

35
CD3–APC o CD3–APC–Cy7, CD4–PerCp, CD8–Pacific Blue, CD44–APC, CD62L–PE, CD19–APC–Cy7 o 
CD19–PeCy7, CD49b–FITC, CD25–APC–Cy7, CD122–PE. Las células T se definieron como células CD3 + en la 
puerta de linfocitos; Las células NK se definieron como células CD3

–
CD49b

+
.

Para la identificación de la población de células T reguladoras (células T CD4+CD25+FoxP3+), las células se fijaron y 40
se permeabilizaron (eBioscience) y se incubaron con anticuerpo FoxP3–PeCy7 anti-ratón (eBioscience). Las células 
T efectoras se definieron como linfocitos CD3

+
FoxP3

–
. Por lo tanto, el término "T efectora" tal como se utiliza en el 

presente documento se refiere a todas las células T, excepto las células T reguladora.

La Figura 15 muestra la reconstitución del compartimiento de células NK en el bazo y el pulmón después del 45
tratamiento con CYP. Los ratones no tratados con CYP se utilizaron como control basal (cuadrados). Dos 
inyecciones de CYP dieron como resultado una reducción drástica del número absoluto de células NK, tanto en el 
bazo como el pulmón (día -1). Las células NK se recuperaron de forma espontánea entre el día 10 y el día 14 
después de la inyección de ADN control (triángulos). Una administración única de ADN de IL-15/IL-15sRα fue capaz 
de estimular una recuperación completa de NK en un plazo de 5 días después de la inyección de ADN. La segunda 50
inyección de ADN que expresa IL-15/IL-15sRα dio como resultado una expansión incluso mayor de las células NK, 
tanto en el bazo como en los pulmones (círculos).

La Figura 16 muestra la reconstitución del compartimiento de células T en el bazo y el pulmón después del 
tratamiento con CYP. Los ratones no tratados con CYP se utilizaron como control basal (cuadrados). Dos 55
inyecciones de CYP dieron como resultado una reducción de 4 veces el nivel de células T esplénicas y una 
reducción de 10 veces el nivel de células T que residen en el pulmón (día -1). La recuperación espontánea de las 
células T parecía ser más lenta en comparación con la recuperación de las células NK y todavía estaba incompleta 
el día 24 después de la inyección de ADN control. La cinética de la recuperación espontánea de las células T CD8 y 
CD4 fue similar tanto en el bazo como en el pulmón (triángulos). Dos inyecciones de ADN que expresan IL-15/IL-60
15sRα fueron capaces de reconstituir completamente el número de células T en los 10 días posteriores a la 
administración de ADN tanto en el bazo como en el pulmón. La IL-15 estimuló principalmente la expansión de las 
células T CD8 que alcanzaron niveles normales el día 5 después de la inyección de ADN y se reforzaron sobre nivel 
normal el día 10 después de la inyección de ADN. La IL-15 no afectó significativamente la recuperación de células T 
CD4 y B.65

E10752466
13-10-2016ES 2 598 005 T3

 



20

Además, la s células T que recuperaron la presencia de niveles altos de IL-15/IL–α muestran un aumento de la 
relación células T efectoras (T ef)/T reguladoras (T reg) y aumentaron la capacidad para secretar IFN gamma y 
mayor desgranulación después de la estimulación in vitro. La Figura 17 es un análisis de la relación de T ef/T reg
después del tratamiento con CYP para la depleción de linfocitos y durante la fase de recuperación. La relación de T 
ef/T reg aumentó significativamente el día 10 después de la inyección de ADN de IL-15/15sRα.5

Ejemplo 4: Liberación de ADN para IL-15 para tratar la linfopenia

En estos ejemplos, se evalúan tres combinaciones de vectores de ADN preferidas para la liberación terapéutica de 
IL-15 para el tratamiento de la linfopenia. 10

a. La liberación conjunta en las mismas células usando, preferentemente, los plásmidos de expresión que 
expresan IL-15 y, esencialmente, el IL-15Rα de longitud completa, tales como las SEQ ID NO:13 y SEQ ID 
NO:14.
2 La liberación conjunta en las mismas células usando, preferentemente, los plásmidos de expresión que 15
expresan IL-15 e IL-15Rα soluble, tal como la SEQ ID NO:15.
3 La liberación conjunta en las mismas células usando, preferentemente, los plásmidos de expresión optimizados 
que expresan las fusiones de IL-15 e IL-15Rα a la región constante de una molécula de inmunoglobulina (Fc), 
tales como las SEQ ID NO: 16 y SEQ ID NO: 19. La construcción de las proteínas de fusión de Fc se conoce en 
la materia. Tales construcciones se han utilizado en los experimentos in vivo en ratones para demostrar que la 20
IL-15 y los heterodímeros de fusión IL15Rα-Fc son activos in vivo.

La liberación del heterodímero IL-15/IL-15Rα mediante el enfoque (1) anterior conduce a la expresión de IL-15/IL-
15Rα tanto unido a la membrana plasmática como secretados. La liberación mediante el enfoque (2) conduce al 
heterodímero IL-15/IL-15Rα secretado exclusivamente. La liberación mediante el enfoque (3) conduce a un 25
heterodímero bioactivo secretado, que después se une a las células que expresan el receptor del Ac de Fc en su 
superficie. Estas células pueden presentar el heterodímero IL-15/IL-15RαFc a las células vecinas, lo que da lugar a 
la activación.

Los tres tipos de vectores se han analizado en ratones y se ha demostrado que producen niveles sistémicamente 30
bioactivos de IL-15/IL-15Rα (véase la figura 18, que muestra la expresión de los tres tipos de complejos). Debido a 
que la localización, tráfico y estabilidad de los diferentes tipos de complejos varían, los efectos biológicos sobre los 
linfocitos también son variables. La Figura 18 muestra la expresión de diferentes formas heterodiméricas de IL-15/IL-
15Rα en ratones mediante la inyección hidrodinámica de vectores de ADN. Se inyectó a los ratones en la vena de la 
cola (liberación hidrodinámica) 0,1 µg de ADN que expresan las diferentes formas de IL-15/IL-15Rα. Los niveles 35
plasmáticos de IL-15 se midieron los días 1 y 2,5 mediante ELISA R&D Quantiglo. La medición de los niveles 
plasmáticos de IL-15 producida por los diferentes vectores mostró que se habían alcanzado los niveles plasmáticos 
más altos mediante el vector de ADN que produce la fusión IL-15/IL-15RαFc. La estabilidad de las proteínas 
producidas también fue diferente, mostrando IL-15/IL-15RαFc y IL-15/IL-15Rα de longitud completa que muestra la 
mayor estabilidad. IL-15/sIL-15Rα no asociado a las células fue menos estable.40

En la tabla 2 se muestran las proporciones de CD4/CD8 medidas en el bazo y el pulmón de ratones tratados con 
diferentes formas heterodiméricas de IL-15/IL-15Rα, 2 ½ días después de la inyección hidrodinámica de 0,1 µg de 
vector de ADN (véase la Figura 17).

45
VECTOR Bazo Pulmón

IL-15/IL-15Rα (longitud completa) 1,36 0,8
IL-15/sIL-15Rα (soluble) 0,81 0,24
Fusión de IL-15/IL-15RαFc con Fc 0,63 0,52
Vector de ADN control 2 1,61

En estos experimentos, se descubrió que las diferentes moléculas tienen efectos diferenciales sobre los linfocitos.
Por lo tanto, se pueden usar los diferentes complejos de IL-15 solos o en combinaciones para el tratamiento más 
beneficioso en condiciones específicas. Por ejemplo, la liberación de combinaciones del complejo IL-15/sRα soluble 
y el complejo de fusión IL-15/15RαFc proporciona la oportunidad de liberar IL-15 tanto soluble como unida a célula 50
(a través del receptor Fc) a diferentes niveles y proporciones.

Además de las diferentes proporciones de células CD4/CD8 (como se muestra en la Tabla 1), los diferentes 
heterodímeros de IL-15 también mostraron diferencias en los efectos sobre otros marcadores de superficie de 
linfocitos. La Figura 19 muestra que la expresión de IL-15/15RαFc indujo niveles altos de CD25 (receptor alfa de IL-55
2) tanto en células T CD4 como T CD8, mientras que las otras formas de heterodímeros IL-15/IL-15Rα no afectó a la 
expresión de CD25 fuertemente.

La Figura 20 muestra que IL-15/IL-15RαFc incrementó los niveles de CD62L en la superficie de células T de bazo, 
mientras que las otras formas de IL-15/IL-15Rα no afectó ni disminuyó los niveles promedio de CD62L sobre las 60
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células T de bazo. Por el contrario, IL-15/IL-15RαFc fue menos eficaz en el aumento de CD44 en las células T de 
bazo en comparación con IL-15/IL-15Rα de longitud completa o IL-15/IL-15sRα (Figura 21).

Ejemplo 5. Liberación de proteínas
5

Como método alternativo para proporcionar IL-15, se puede usar la liberación de la proteína purificada. Se ha 
realizado purificación de proteínas a partir de líneas celulares que sobreproducen complejos de IL-15/IL-15Rα. 
Similar al ADN, se pueden usar diferentes formas del heterodímero solo o en combinaciones para la obtención de 
los efectos apropiados. 

10
1 Liberación de IL-15/IL-15Rα soluble (s) purificada, tales como las SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 12.
2 Liberación de la proteína de IL-15/IL-15RαFc purificada (fusión con la región constante de una molécula de 
inmunoglobulina, tal como la SEQ ID NO: 17 y SEQ ID NO: 20).

La IL-15/sIL-15Rα se purificó mediante sobreproducción de células 293 humanas y se liberó en ratones con 15
depleción de linfocitos. Los resultados mostraron que este heterodímero es bioactivo y que estimuló la proliferación 
de los linfocitos transferidos de forma adoptiva (células T, células NK, pero no células B).

Procedimiento experimental (Figura 22): Se trató a los ratones con ciclofosfamida (Cyp) y dos días más tarde se les 
administró 3 µg de proteína IL-15/s15Ra purificada mediante HPLC por vía intraperitoneal durante 6 días. Los 20
esplenocitos se purificaron a partir de ratones Bl/6 jóvenes, se marcaron con CFSE y se inyectaron 107 células por 
vía i.v. a los animales con depleción linfocitaria. A la proliferación de las células transferidas de forma adoptiva le 
siguió dilución de CFSE.

Por lo tanto, estos resultados indican que las diferentes formas del heterodímero IL-15/IL-15Rα tienen una 25
estabilidad, interacciones en el cuerpo, procesamiento y estabilidad diferentes. Esto ofrece la oportunidad de 
explotar estas propiedades para el uso de estas citocinas para proporcionar el máximo beneficio. De acuerdo con 
ello, las diferentes formas se pueden combinar en diferentes relaciones y esquemas de administración. Las 
diferentes formas se pueden administrar ya sea simultáneamente o secuencialmente.

30
Las fusiones IL-15Rα – Fc previamente empleadas se han utilizado con diversos grados de eficacia. Los estudios 
ilustrados en la Figura 23 muestran que la fusión Fc utilizada tiene una semivida en plasma mayor en comparación 
con IL-15/s15Rα.

En los ejemplos de las secuencias, descritas en el presente documento, la fusión 205FC (SEQ ID NO:17) contiene el 35
sitio de procesamiento natural que genera s15Rα de la forma unida a la membrana, mientras que la fusión 200FC 
(SEQ ID NO:20) no tiene un sitio de procesamiento intacto. Estos son ejemplos de fusiones de Fc que pueden 
procesarse de manera diferente para generar formas no asociadas a células después de la escisión entre la región 
15Rα y la región constante del anticuerpo. Se pueden generar moléculas adicionales que tienen sitios de 
procesamiento para la escisión y se generan las formas de la citocina tanto asociadas con las células como solubles.40
En la materia se conocen métodos adicionales para la unión a las células, con excepción de la región Fc y también 
se pueden emplear.

Se entiende que los ejemplos y formas de realización descritos en la presente memoria descriptiva son con fines 
ilustrativos únicamente y que varias modificaciones o cambios a la luz de los mismos se sugerirán a personas 45
expertas en la técnica y se deben incluir dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.

EJEMPLOS DE SECUENCIAS

50
SEQ ID Nº 1
Secuencia de ácido nucleico de IL-15 humana de tipo silvestre

55
SEQ ID Nº 2
Secuencia de aminoácidos de IL-15 humana de tipo silvestre

E10752466
13-10-2016ES 2 598 005 T3

 



22

SEQ ID Nº 3
Secuencia de ácido nucleico de IL-15 humana mejorada (opc. 1)5

SEQ ID Nº 4
Secuencia de ácido nucleico de IL-15 humana mejorada (opc. 2)10

SEQ ID NO:5
Receptor alfa de interleucina 15 de homo sapiens (IL15RA), variante 1 del transcrito, ARNm, n.º de acceso 15
en GenBank NM_002189 
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SEQ ID NO:6
Precursor de la isoforma 1 del receptor alfa de la interleucina 15 [Homo sapiens] – n.º de acceso en 
GenBank NP_002180 

5

SEQ ID NO:7
Receptor alfa de interleucina 15 de homo sapiens (IL15RA), variante 2 del transcrito, ARNm, n.º de acceso 
en GenBank NM_172200 

10

SEQ ID NO:8
Isoforma 2 del receptor alfa de la interleucina 15 [Homo sapiens] – n.º de acceso en GenBank NP_751950 

15

SEQ ID NO:9
Receptor alfa de la interleucina 15 (IL-15) humana mejorada, variante 1 del transcrito (OPC)

20
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SEQ ID NO:10
Receptor alfa de la interleucina 15 (IL-15) humana mejorada, variante 1 del transcrito (OPC)

5
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SEQ ID NO:11
Receptor alfa soluble de la interleucina 15 (IL-15) humana mejorada (IL-15sRa) (OPC) 

5
SEQ ID NO:12
Receptor alfa soluble de la interleucina 15 (IL-15) humana mejorada (IL-15sRa) (OPC) 

10

SEQ ID NO:13
Plásmido de expresión doble humano IL15Ra+IL15

15
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SEQ ID NO:145
Plásmido de expresión doble humano IL15Ra+IL15tPA6 
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SEQ ID NO:15
Plásmido de expresión doble IL15sRa(soluble)+IL15tPA6 

5
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SEQ ID NO:16-
DPhuIL15sRa205FC+huGMIL15 La región en letra mayúscula en negrita es la región de codificación para 
la fusión receptor alfa de IL-15 205FC5

E10752466
13-10-2016ES 2 598 005 T3

 



32

E10752466
13-10-2016ES 2 598 005 T3

 



33

SEQ ID NO:17-5
huIL15sRa205-Fe-La región subrayada es una secuencia de IL15sRa
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SEQ ID NO:18- huGMCSF-IL15 

5

SEQ ID NO:19-- DPhuIL15sRa205FC+huGMIL15 La región en letra mayúscula en negrita es la región de 
codificación para la fusión receptor alfa de IL-15 200FC

10
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SEQ ID NO:20--huIL15sRa200-Fc

5
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<110> Pavlakis, George N.5
Felber, Barbara K.
Valentin, Antonio
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The Government of the United States of America as represented by The Secretary of the Department of Health 
and Human Services10

<120> Uso de IL-15 para aumentar la salida del timo y para tratar la linfopenia

<130> 015280-581100PC
15

<140> WO Aún no asignado
<141> Aún no asignado

<150> US 61/234.152
<151> 14-08-200920

<150> US 61/234.155
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<210> 1
<211> 48930
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<223> Interleucina-15 de tipo silvestre humana (IL-15)35

<400> 1
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<210> 2
<211> 162
<212> PRT
<213> Homo sapiens5

<220>
<223> Interleucina-15 de tipo silvestre humana (IL-15)

<400> 210

<210> 3
<211> 48915
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Interleucina-15 humana sintética mejorada (IL-15) (opt1)20

<400> 3

25
<210> 4
<211> 489
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

30
<220>
<223> Interleucina-15 humana sintética mejorada (IL-15) (opt2)
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<400> 4

5
<210> 5
<211> 1610
<212> ADN
<213> Homo sapiens

10
<220>
<223> Receptor alfa de interleucina-15 humana (IL15RA), ADNc de variante 1 del transcrito

<220>
<221> CDS15
<222> (83)..(886)
<223> Receptor alfa de interleucina-15 (IL15RA), precursor de la isoforma 1

<400> 5
20

<210> 6
<211> 267
<212> PRT25
<213> Homo sapiens

<220>
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<223> Receptor alfa de interleucina-15 humana (IL15RA), precursor de la isoforma 1

<400> 6

5

<210> 7
<211> 1843
<212> ADN
<213> Homo sapiens10

<220>
<223> Receptor alfa de interleucina-15 humana (IL15RA), ADNc de variante 2 del transcrito

<220>15
<221> CDS
<222> (424)..(1119)
<223> Receptor alfa de interleucina-15 (IL15RA), isoforma 2

<400> 720
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<210> 8
<211> 231
<212> PRT5
<213> Homo sapiens

<220>
<223> Receptor alfa de interleucina-15 humana (IL15RA), isoforma 2

10
<400> 8
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<210> 9
<211> 807
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Receptor alfa de la interleucina-15 (IL-15) humana sintética mejorada (IL15Ra), variante 1 del transcrito 
(OPC)10

<400> 9

15
<210> 10
<211> 267
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

E10752466
13-10-2016ES 2 598 005 T3

 



43

<220>
<223> Receptor alfa de la interleucina-15 (IL-15) humana sintética mejorada (IL15Ra), isoforma 1 (OPC)

<400> 105

<210> 11
<211> 62110
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Receptor alfa soluble de la interleucina-15 (IL-15) humana sintética mejorada (IL-15sRa) (OPC)15

<400> 11
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<210> 12
<211> 205
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Receptor alfa soluble de la interleucina-15 (IL-15) humana sintética mejorada (IL-15sRa) (OPC)

10
<400> 12

<210> 1315
<211> 5958
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Vector plasmídico sintético de expresión dual de IL15Ra+IL15 humana

<400> 13
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<210> 14
<211> 5918
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Vector plasmídico sintético de expresión dual de IL15Ra+IL15tPA6 humana

10
<400> 14
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<210> 15
<211> 5736
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

5
<220>
<223> Vector plasmídico sintético de expresión dual de IL15sRa(soluble)+IL15tPA6 humana

<400> 15
10
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<210> 16
<211> 6369
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Vector plasmídico sintético de la proteína de fusión sIL-15Ralpha-Fc, DPhuIL15sRa205FC+huGMIL15

10
<400> 16
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<210> 17
<211> 436
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Proteína de fusión sintética sIL-15Ralpha-Fc, huIL15sRa205-Fc

10
<400> 17
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<210> 18
<211> 131
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Proteína de fusión GMCSF-IL15 sintética humana, huGMCSF-IL155

<400> 18

10
<210> 19
<211> 6354
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

15
<220>
<223> Vector plasmídico sintético de la proteína de fusión IL-15Ralpha-Fc, 
AG256DPhuIL15sRA200FC+huGMIL15 huGMCSF-IL15

<400> 1920
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<210> 20
<211> 431
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Proteína de fusión sIL-15Ralpha-Fc sintética, huIL15sRa200-Fc

10
<400> 20
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REIVINDICACIONES

1. Un heterodímero que comprende (i) una IL-15 y (ii) una proteína de fusión de IL-15Rα–Fc que comprende un IL-
15Rα soluble que carece de la porción de anclaje transmembrana fusionada a una región Fc para su uso en una 
método de prevención o reducción de la linfopenia inducida por fármacos, que comprende administrar 5
sistémicamente el heterodímero a un paciente humano tratado con un agente anticanceroso o que serán tratados 
con el agente anticanceroso a una dosis que mantiene los niveles suprafisiológicos en plasma de IL-15 durante un 
período prolongado de tiempo de aproximadamente 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o más días.

2. El heterodímero que comprende IL-15 y la proteína de fusión IL-15Rα–Fc para su uso en el método de la 10
reivindicación 1, donde la proteína de fusión IL-15Rα–Fc comprende una secuencia de aminoácidos que tiene una 
identidad de la secuencia de aminoácidos de al menos 95 % con la secuencia de la proteína de fusión IL-15Rα–Fc 
de la SEQ ID NO: 17 o la SEQ ID NO: 20.

3. El heterodímero que comprende IL-15 y la proteína de fusión IL-15Rα–Fc para su uso en el método de la 15
reivindicación 1 o 2, donde el heterodímero se administra por vía subcutánea.

4. El heterodímero que comprende IL-15 y la proteína de fusión IL-15Rα–Fc para su uso en el método de la 
reivindicación 1, 2 o 3, donde el agente anticanceroso es un agente quimioterapéutico que induce linfopenia.

20
5. El heterodímero que comprende IL-15 y la proteína de fusión IL-15Rα–Fc para su uso en el método de la 
reivindicación 4, donde el heterodímero se administra de forma conjunta por vía subcutánea.

6. El heterodímero que comprende IL-15 y la proteína de fusión IL-15Rα–Fc para su uso en el método de la 
reivindicación 1, 2, 3 o 4, donde el heterodímero se administra después de un ciclo de tratamiento con el agente 25
anticanceroso.

7. El heterodímero que comprende la IL-15 y la proteína de fusión IL-15Ra-Fc para su uso en el método de una 
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde los niveles suprafisiológicos IL-15 se mantienen durante un período 
de tiempo que estimula la migración de las células T maduras a los tejidos periféricos.30

8. El heterodímero que comprende la IL-15 y la proteína de fusión IL-15Ra-Fc para su uso en el método de una 
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde los niveles suprafisiológicos de IL-15 se mantienen durante un 
período de tiempo que estimula la repoblación de linfocitos en los tejidos periféricos.

35
9. El heterodímero que comprende la IL-15 y la proteína de fusión IL-15Ra-Fc para su uso en el método de una 
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde el heterodímero se administra a una dosis suficiente para alcanzar 
los niveles plasmáticos de IL-15 de aproximadamente 1 a 1.000 ng/ml.

10. El heterodímero que comprende IL-15 y la proteína de fusión IL-15Rα–Fc para su uso en el método de una 40
cualquiera de las reivindicaciones 1 o 9, donde el heterodímero se libera como un complejo polipeptídico.

11. El heterodímero que comprende IL-15 y la proteína de fusión IL-15Ra-Fc para su uso en el método de una 
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde el heterodímero se libera como ácido nucleico, donde la IL-15 se 
expresa de forma conjunta a partir de un único vector con un polinucleótido que codifica la proteína de fusión IL-45
15Rα–Fc.

12. El heterodímero que comprende IL-15 y la proteína de fusión IL-15Rα–Fc para su uso en el método de una 
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde el heterodímero se libera como ácido nucleico, donde la IL-15 se
expresa de forma conjunta a partir de vectores con un polinucleótido que codifica la proteína de fusión IL-15Rα–Fc.50

13. El heterodímero que comprende IL-15 y la proteína de fusión IL-15Rα–Fc para su uso en el método de 11 o 12, 
donde el ácido nucleico que codifica IL-15 y/o el ácido nucleico que codifica la proteína de fusión IL-15Rα–Fc 
codifica un péptido señal heterólogo.

55
14. El heterodímero que comprende IL-15 y la proteína de fusión IL-15Rα–Fc para su uso en el método de una 
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, donde la proteína de fusión IL-15Rα–Fc comprende la secuencia de SEQ 
ID NO: 17 o SEQ ID NO: 20.

15. El heterodímero que comprende IL-15 y la proteína de fusión IL-15Rα–Fc para su uso en el método de una 60
cualquiera de las reivindicaciones 1 o 14, donde el heterodímero se administra dos o más veces.

16. El heterodímero que comprende IL-15 y la proteína de fusión IL-15Rα–Fc para su uso en el método de una 
cualquiera de las reivindicaciones 1 o 15, donde el heterodímero no se administra de forma conjunta con un 
anfígeno.65
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Figura 1
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