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

La presente invencion reivindicada proporciona composiciones para estimular la maduracién y exportacion 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.

La invencion reivindicada proporciona adicionalmente la prevencion, el alivio, la reduccion y/o la inhibicién de la
linfopenia o la deplecién de linfocitos en tejidos periféricos en un paciente en necesidad de ello mediante la
administracion de IL-15 al paciente.

Antecedentes de la invencion

Actualmente hay dos citocinas de cadena gamma comunes, IL-2 y IL-7, aprobadas o consideradas para
inmunoterapia del SIDA y de cancer. 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 clinica con
la citocina de cadena gamma IL-15. Véase, Cheever, (2008) Immunological Reviews 222:357-368.

La IL-15 es una citocina no redundante importante para el desarrollo, supervivencia y proliferacion 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 antigeno y los
macrofagos, y las células estromales en varios tejidos. Los efectos bioldgicos 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 inmunoldgico, mientras que la falta de IL-12 produce activacion
inmunolégica 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 estan bajo una estrecha y compleja regulacion en todas las etapas
de expresion y secrecion. Las diferencias biologicas de la IL-12 y la IL-15 estan determinadas por sus diferentes
estados de produccién, su fuerza de asociacion con las proteinas del receptor de la membrana, denominado
receptor alfa de IL-2 y receptor alfa de IL-15 (IL-15Ra), respectivamente, y la regulacion de estas moléculas
receptoras adicionales. También se ha informado de que la IL-15 tiene un mecanismo de accién Unico in vivo entre
las citocinas de la cadena gamma comun: la IL-15 funciones en un complejo con IL-15Ra y depende de la
coexpresion por las mismas células de IL-15Ra. 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 funcién de las células NK y los linfocitos intraepiteliales intestinales (IEL). Véase,
Cooper, et al., (2001) Blood 97:3146—-3151. Estimula la actividad citolitica, la secrecion de citocinas, la proliferacion 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
Alves, et al., (2003) Blood 102:2541-2546.

En varios estudios se han evaluado los efectos de la administracién de IL-15 in vivo. La proliferacion de células T
CD8+ de memoria se increment6 después de una Unica dosis de IL-15 en ratones normales. Véase, Zhang, et al.,
(1998) Immunity 8:591-599.. La administracion de IL-15 a ratones aumento la actividad antitumoral después del
transplante singénico de médula ésea (TMO) y las respuestas primarias especificas de antigeno de células T CD8+
tras la vacunacion con células dendriticas 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 mejord la reconstitucion
inmune después de un trasplante alogénico de médula ésea. 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
supervivencia y la activacion 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 produccion eficiente de IL-15 requiere la expresion de IL-15 y del receptor alfa
de IL-15 (IL-15Ra) en la misma célula. Véase, Bergamaschi, et al., (2008) JBiol Chem 283:4189-4199. La
coproduccion conduce a la asociacion intracelular de IL-15 e IL-15Ra en el reticulo endoplasmico, la estabilizacion
de ambas moléculas y el transporte eficiente a la superficie celular (Figura 1). Los inventores demostraron que una
etapa crucial adicional es la rapida escision y liberacion del complejo IL-15/IL-15Ra de la superficie celular, tanto in
vitro como in vivo, lo que da como resultado una forma soluble, sistémicamente activa de IL-15/IL-15Ra, ademas del
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 delecion de IL-15Ra 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.

Por lo tanto, los inventores han propuesto que IL-15Ra 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 comprension de la biologia 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 produccion de IL-15 e IL-
15Ra de las mismas células para la funcion 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 estan completamente explicados por el
hallazgo de los inventores de que es necesaria la estabilizacion durante la coexpresion en la misma célula para
niveles fisiolégicos de la produccion de IL-15. También se ha informado de que las células que expresan
fisiolégicamente IL-15 también expresan IL-15Ra, en consonancia con la produccion de IL-15 como un heterodimero
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 interpretacion 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 fisiolégicamente relevantes y cual es su funcion exacta.

Se ha informado anteriormente de que la secrecion 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 sistematico para el desarrollo de vectores de expresion de IL-15 que
producen niveles altos de citocinas bioactivas basados en la observacion de que muchas etapas reguladoras
durante la expresion de genes crean cuellos de botella de la produccién 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 combinacion
de dos enfoques, es decir optimizacion del ARNm (ARN/optimizacion por codones) de las secuencias de codificacion
de la IL-15 y la sustitucion del péptido sefial con otras sefales secretoras eficientes dio como resultado una
expresion mejorada sinérgicamente y la secrecion de IL-15 bioactiva. Véase, Jalah, et al., (2007) DNA Cell Biol
26:827-840. Aprovechando la estabilizacion de la IL-15 mediante la coexpresiéon con IL-15Ra descrito
anteriormente, los inventores produjeron vectores optimizados de igual forma para IL-15Ra y vectores de
combinacion que expresan ambas moléculas, asi como combinaciones que solo producen la citocina heterodimérica
soluble. La mejora final en la expresion de la IL-15 secretada fue de mas de 1.000 veces en comparaciéon con el
ADNCc de la IL-15 silvestre, determinado mediante experimentos in vitro e in vivo. Los inventores han producido
vectores similares para IL-15/IL-15Ra de ratén, macaco y ser humano.

Se conocen dos formas de interleucina-15 (IL-15), que contiene un péptido sefal largo (LSP) o un péptido sefial
corto (SSP), respectivamente. Las dos formas se producen mediante ARNm sometidos a corte y empalme de forma
alternativa y solo empalmados se diferencian en la longitud de sus péptidos sefial, el péptido sefial largo de 48 aa o
el péptido sefial 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 funcién no se conoce. Se ha propuesto que SSP
IL-15 puede tener una funcion reguladora desde que se detectd tanto en el citoplasma como en el ndcleo de las
células transfectadas con ADN. La sefial SSP afecta tanto a la estabilidad como a la localizacién de IL-15, ya que se
detectaron niveles mas 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.

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 coexpresion de IL-15Ra en la misma célula. Véase, Bergamaschi, et al., (2009) J Immunol,
citado anteriormente. La coexpresiéon de SSP IL-15 e IL-15Ra en ratones mostré un aumento de los niveles
plasmaticos de SSP IL-15 bioactiva y la movilizacion y la expansion de las células NK 'y T. Por lo tanto, SSP IL-15 se
secreta y se bioactiva cuando se produce como un heterodimero con IL-15Ra de la misma célula. La estabilidad
aparente de este complejo tanto in vitro como in vivo es menor en comparacion con el complejo LSP IL-15/IL-15Raq,
segun lo revelado mediante comparaciones directas. Esto se traduce en una menor produccion 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
célula por corte y empalme alternativo, es posible un nivel adicional de regulacién. Los inventores han demostrado
que cuando se producen LSP IL-15 y SSP IL-15 en la misma célula, compiten por la unién a IL-15Ra, lo que da
como resultado niveles menores de IL-15 bioactiva. Por tanto, el SSP IL-15 coexpresado actua 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 expresion de ambas formas de IL-15, SSP y LSP, parece estar conservada en muchos
mamiferos, lo que sugiere que SSP puede ser importante para la expresion de una forma de IL-15 con una menor
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magnitud y duracioén de los efectos bioldgicos. La presente invencion se basa, en parte, en el descubrimiento de que
SSP IL-15, que se produce en el timo, es importante para los efectos intratimicos sobre la diferenciacion y la
maduracion de los linfocitos.

El documento WO 2007/084342 indica que divulga acidos nucleicos mejorados para la expresion de IL-15 en células
de mamifero. EI documento US 2006/257361 indica que divulga hibridos de Fc-IL-15, que pueden o no incluir
enlazadores peptidicos entre la IL-15 y la porcion Fc, para los métodos de tratamiento de tumores o infecciones
viricas. El documento US 2007/160578 indica que divulga métodos y composiciones para la expansion de las
poblaciones de linfocitos in vitro, ex vivo e in vivo utilizando complejos activadores de IL-15Ra/IL-15. Jalah et al
(2007) DNA and Cell Biology, 26, 827-840 indica que divulga vectores de expresion optimizadas para expresar IL-
15. Williams et al (2007) Seminars in Immunology, 19, 318-330 se refiere a la reconstitucion de células T después de
la linfopenia de la quimioterapia o trasplante de células madre.

Breve resumen de la invenciéon

La presente divulgacion proporciona composiciones que estimulan la maduracion de las células T en el timo y la
salida o la migracion de los linfocitos maduros y/o activados a partir de un 6rgano linfoide central para los tejidos
periféricos mediante la administracion de IL-15.

La invencion reivindicada se basa, en parte, en el descubrimiento de que la IL-15 estimula la migracion de las
células T desde el timo y, posteriormente, a tejidos periféricos linfoides (por ejemplo, el bazo y los ganglios linfaticos)
y no linfoides (por ejemplo, pulmén e higado). En algunos casos, la maduracion de los linfocitos en la médula dsea,
por ejemplo, células B y células asesinas naturales (NK), y su migracion a tejidos periféricos linfoides y no linfoides
se estimula simultdaneamente.

Especificamente, la invencion reivindicada proporciona un heterodimero que comprende (i) una IL-15 y (ii) una
proteina de fusidon de IL-15Ra-Fc que comprende un IL-15Ra soluble que carece de la porcion de anclaje
transmembrana fusionada a una regién Fc para su uso en una método de prevencion o reduccion de la linfopenia
inducida por farmacos, que comprende administrar sistémicamente el heterodimero a un paciente humano tratado
con un agente anticanceroso o que seran tratados con el agente anticanceroso a una dosis que mantiene los niveles
suprafisiolégicos en plasma de IL-15 durante un periodo prolongado de tiempo de aproximadamente 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9, 10 o mas dias.

En un aspecto relacionado, la divulgacion proporciona la estimulacion de la migracion de linfocitos desde un tejido
linfoide central a uno o mas tejidos periféricos en un sujeto que lo necesite mediante la administracion al sujeto de
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 6sea.

En algunos casos, los linfocitos que migran desde los tejidos linfoides centrales son maduros pero no estan
activados. En algunos casos, los linfocitos que migran desde los tejidos linfoides centrales son maduros y si estan
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.

La divulgacion proporciona, adicionalmente, la prevencion, tratamiento, alivio, reducciéon y/o inhibicién de la
linfopenia o la deplecion de los linfocitos en los tejidos periféricos mediante la administracion de IL-15. La presente
divulgacion proporciona, ademas, la estimulacion de la repoblacion de tejidos periféricos con deplecion de linfocitos
y la aceleracion de la recuperacion de la deplecion de linfocitos de los tejidos periféricos mediante la administracion
de IL-15.

En consecuencia, en un aspecto, la divulgacion proporciona la prevencion, reduccion o inhibicion de la linfopenia o la
deplecion de linfocitos en los tejidos periféricos en un individuo en necesidad del mismo que comprende la
administracion sistémica de IL-15 al individuo.

En algunos casos, la linfopenia o deplecion de linfocitos de los tejidos periféricos esta inducida por farmacos. En la
invencion reivindicada, el individuo esta recibiendo o recibira farmacos contra el cancer. En el presente documento
también se divulgan individuos que estan recibiendo farmacos antivirales o radioterapia que induce linfopenia o
deplecion de linfocitos de los tejidos periféricos.

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

En un aspecto relacionado, la divulgacion proporciona la estimulaciéon o aceleracion de la repoblacion de linfocitos
en los tejidos periféricos en un individuo en necesidad del mismo que comprende la administracion sistémica de IL-
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15 al individuo.

En algunos casos, la administracion sistémica de IL-15 evita o reduce la deplecién o estimula o acelera la
repoblacion de una o mas de las células T, células B o células NK. En algunos casos, la administracion sistémica de
IL-15 evita o reduce la deplecion o estimula o acelera la repoblacién de una o mas de las células T CD4+ o las
células T CD8+.

En algunas realizaciones, el sujeto o paciente es un mamifero. En la invencion reivindicada, el sujeto o paciente es
un ser humano.

En la invencion reivindicada, el heterodimero se administra sistémicamente, incluyendo, sin limitaciones, las vias
enteral (es decir, por via oral) o parenteral, por ejemplo, por via intravenosa, intramuscular, subcutanea,
intradérmica, intranasal, o por inhalacién. En algunos casos de la divulgacion, la IL-15 se administra localmente, por
ejemplo, por via intratimica.

La administracion sistémica es a una dosis que es suficiente para mantener la IL-15 a niveles suprafisiologicos. Por
ejemplo, el ADN o proteina de IL-15 ADN se pueden administrar a una dosis suficiente para alcanzar los niveles
plasmaticos de IL-15 de aproximadamente 1 a 1000 ng/ml, por ejemplo, los niveles plasmaticos de IL-15 de
aproximadamente 10 a 1000 ng/ml. La IL-15 y el IL-15Ra pueden liberarse en cantidades equimolares. Dicho
intervalo de concentraciones en plasma de IL-15 se puede lograr, por ejemplo, después de la electroporacion
intramuscular de aproximadamente 0,1 mg de plasmido de ADN que expresa IL-15/IL-15Ra por kg de peso corporal.
Alternativamente, un complejo proteico de IL-15/IL-15Ra se puede administrar a una dosis de aproximadamente
0,01 a 0,5 mg/kg. Los polipéptidos de IL-15/IL-15Ra se pueden administrar, por ejemplo, por via subcutanea,
intramuscular, intraperitoneal o intravenosa. Véase, por ejemplo, Rosati, et al., Vaccine (2008) 26:5223-5229.

La IL-15 se puede administrar como un polipéptido o como un polinucleétido que codifica IL-15. En algunos casos de
la divulgacion, la IL-15 se administra conjuntamente con IL-15Ra con IL-15Ra, por ejemplo, como un heterodimero.
El IL-15Ra coadministrado de forma conjunta puede ser un polipéptido o un polinucleétido que codifica IL-15Ra. El
IL-15Ra coadministrado puede estar en la misma forma u otra diferente de la IL-15. Por ejemplo, tanto la IL-15 como
el IL-15Ra pueden administrarse como polipéptidos o como uno o mas polinucledtidos que codifican IL-15 y/o
IL15Ra.a. Como alternativa, uno de la IL-15 y el IL15Ra se pueden administrar como un polipéptido y el otro como
un polinucleétido que codifica cualquiera de IL-15 o IL-15Ra. En algunos casos de la divulgacion, el IL-15Ra es un
IL-15Ra soluble. En algunos casos de la divulgacion, el IL-15Ra se puede administrar en forma de una proteina de
fusion Fc o un polinucleétido que codifica una proteina de fusién Fc.

En algunas realizaciones, la IL-15 y el IL-15Ra se administran al mismo tiempo como uno o mas polinucleétidos que
codifican IL-15 y/o IL-15Ra. El polinucleétido que codifica IL-15 y el polinucleétido que codifica IL-15Ra pueden estar
en el mismo o en distintos vectores, por ejemplo, vectores plasmidicos individuales o mdltiples. En algunos casos de
la descripcion, los polinucledtidos de IL-15 y de IL-15Ra se expresan simultaneamente a partir de un vector
plasmidico de SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 19.

En algunas realizaciones, los polinucleétidos que codifican uno o ambos de IL-15 e IL-15Ra son secuencias de
codificacion de tipo silvestre. En algunas realizaciones, los polinucleétidos que codifican uno o ambos de IL-15 e IL-
15Ra son secuencias de codificacion de tipo silvestre.

En algunas realizaciones, los polinucleétidos que codifican uno o ambos de IL-15 e IL-15Ra estan optimizados por
codones para una expresion mejorada sobre las secuencias de codificacién de tipo silvestre. En algunas
realizaciones, el polinucleétido 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 polinucleétido que codifica IL-15Ra comparte una identidad de secuencia de al menos 90 %, 91 %,
92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 % con la SEQ ID NO:9 o SEQ ID NO:11.

Cuando se expresa a partir de un polinucleétido que codifica IL-15, la secuencia de codificacién puede tener un
péptido sefial nativo o heterélogo. En algunas realizaciones, el péptido sefial es un péptido sefal de IL-15 nativa, por
ejemplo, el péptido sefial largo de IL-15 nativa o el péptido de sefial corto de IL-15 nativa. En algunas realizaciones,
el péptido sefial es un péptido sefial heterélogo, por ejemplo, un péptido sefial del factor estimulante de colonias de
granulocitos y macréfagos (GM-CSF), el activador del plasmindgeno 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
ganglios linfaticos, los tejidos linfoides asociados a las mucosas (MALT), por ejemplo, las amigdalas, 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, pulmén, higado, rifion,
corazon, piel, etc.
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Preferentemente, la IL-15 se administra sin un antigeno, es decir, no se administra conjuntamente con un antigeno.

En el presente documento también se describe un vector de ADN que codifica IL-15 e IL-15Ra para su uso en la
estimulacion de la movilizacion de los linfocitos a partir de tejido linfoide central y la migracién a los tejidos
periféricos.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona IL-15/IL-15Ra para su uso en la estimulacion de la movilizacion de los
linfocitos a partir de tejido linfoide central y la migracion a los tejidos periféricos.

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

En otro aspecto, la divulgacion proporciona complejos polipeptidicos IL-15/IL-15Ra para su uso en la estimulacion de
la maduracion y la exportacion de células T desde el timo a los tejidos periféricos, incluyendo tejidos periféricos
linfoides y no linfoides.

En el presente documento también se describe un vector de ADN que codifica IL-15 e IL-15Ra para su uso en la
promocion de la repoblacion de los linfocitos deplecionados en los tejidos periféricos y/o la prevencion, la reduccion
y/o la inhibicion de la linfopenia.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona complejos polipeptidicos de IL-15/IL-15Ra para su uso en la estimulacion
de la repoblacion de los linfocitos deplecionados en los tejidos periféricos y/o la prevencion, la reduccion y/o la
inhibicion de la linfopenia.

En el presente documento también se describen lineas celulares estables que expresan los polipéptidos IL-15/IL-
15Ra. La linea celular estable puede expresar IL-15/IL-15Ra en forma de una proteina de fusion o la linea celular
estable puede producir IL-15 e IL-15Ra como moléculas diferentes. En algunos casos, las lineas celulares estables
pueden producir deleciones de IL-15 e IL-15Ra secretado que carecen de la porcién de anclaje transmembrana del
receptor. En algunos casos, las lineas celulares estables pueden producir IL-15 y fusiones de IL15Ra a una region
Fc de inmunoglobulina. En algunos casos, las lineas celulares estables pueden producir fusiones de IL-15 y IL-15Ra
a polipéptidos capaces de dirigir la unién de la fusion a la superficie celular de tipos especificos de células. En
algunos casos, las lineas celulares estables pueden producir fusiones de IL-15 e IL-15Ra a polipéptidos capaces de
dirigir la multimerizacién de la fusion.

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

La expresion "tejido linfoide central" u "érgano linfoide central”" se refiere a tejidos linfoides especializados donde se
lleva a cabo la produccion 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 ésea. Véase, por ejemplo, el capitulo 7 de Janeway, et al., Immunobiology, 2001, Garland Publishing, New
York.

La expresion "tejido linfoide periférico” u "érgano 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
organos linfoides periféricos de ejemplo incluyen el bazo, los ganglios linfaticos, los tejidos linfoides asociados a las
mucosas (MALT), por ejemplo, las amigdalas, y los tejidos linfoides asociados al intestino (GALT), incluyendo las
placas de Peyer.

La expresion "linfocito maduro” se refiere a un linfocito que esta sometido a la seleccion 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 expresion de cualquiera de CD4 o CD8, pero no ambos (es
decir, son de positivo Unico), y la expresion 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 expresion 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.

La expresion "linfocito activado” se refiere a linfocitos que han reconocido un antigeno unido a una molécula de MHC
y la liberacion simultanea de una sefal coestimuladora por una célula presentadora de antigeno especializada. La
activacion de los linfocitos cambia la expresion 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
moléculas de adhesion, tales como CD2 y LFA-1. Tras la activacion de la célula T, la expresion 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 adhesion CD2 y LFA-1, lo que aumenta la avidez de la interaccion
de la célula T activada con posibles células diana, y mayores densidades de la molécula de adhesién CD44. Por
ultimo, 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
que se asocia con el receptor de células T y CD4. Asimismo, con respecto a la produccioén de citocinas, las células T
en reposo producen poco o nada de IL-2 y las subunidades B y y del receptor de IL-2. Por el contrario, las células T
activadas producen cantidades significativas de IL-2, junto con la cadena a del receptor de IL-2.

Con respecto a las células B, las células B activadas han sufrido un cambio de isotipo y secretan inmunoglobulina.
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 "migracién” de un tejido linfoide central se refiere a la migraciéon o a la exportacion de
linfocitos maduros de un tejido de linfocitos central en un tejido periférico, incluyendo los tejidos periféricos linfoides y
no linfoides. La salida incluye la migracion de las células T maduras desde el timo y la migracion de células B y
células NK maduras de la médula 6sea.

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 afeccién al que se aplica el término, o uno o mas sintomas de tal enfermedad o afeccion.

Los términos "linfopenia" o "linfocitopenia" o "leucopenia linfocitica" se refieren indistintamente a un numero
anormalmente pequefio de linfocitos en la sangre circulante o en la circulacion 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/mm>.
Un paciente que sufre linfopenia puede tener menos de aproximadamente 2.000/pl linfocitos circulantes totales en el
momento del nacimiento, menos de aproximadamente 4.500/pl linfocitos totales circulantes aproximadamente a la
edad de 9 meses, o menos de aproximadamente 1.000/ul linfocitos totales circulantes en pacientes de mas de
aproximadamente 9 meses de edad (nifios y adultos). La linfocitopenia tiene una amplia gama de posibles causas,
incluyendo infecciones viricas (por ejemplo, infeccion por el VIH), bacterianas (por ejemplo, infeccion por
tuberculosis activa) y fungicas; insuficiencia crénica del ventriculo derecho del corazén, enfermedad de Hodgkin y
canceres del sistema linfatico, leucemia, una fuga o rotura en el conducto toracico, efectos secundarios de
medicamentos de prescripcion médica, incluyendo agentes anticancerosos, agentes antivirales y glucocorticoides,
malnutricion resultante de las dietas que tienen niveles bajos de proteinas, radioterapia, uremia, trastornos
autoinmunes, sindromes de deficiencia inmunitaria, niveles de estrés altos y traumatismo. La linfopenia también
puede ser de etiologia desconocida (es decir, linfopenia idiopatica). La circulacion 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, 182 Edicion, 2006,
Merck & Co.

La expresion "interleucina-15 de mamifero nativo (IL-15)" se refiere a cualquier secuencia de acido nucleico y de
aminoacidos de interleucina-15 de origen natural de la IL-15 de una especie de mamifero. Los expertos en la técnica
apreciaran que las secuencias de acido nucleico y de aminoacidos de interleucina-15 estan disponibles al publico en
las bases de datos de genes, por ejemplo, GenBank, a través del National Center for Biotechnological Information en
la red mundial ncbi.nim.nih.gov. Las secuencias de acido nucleico y de aminoacidos de IL-15 nativa de mamifero de
ejemplo pueden proceder de, ser humano, primate, canino, felino, porcino, equino, bovino, ovino, roedor, murino,
rata, hamster, cobaya, etc. Los niUmeros de acceso para las secuencias de acido nucleico de IL-15 de mamifero
nativa de ejemplo incluyen NM_172174,2 (preproproteina humana); NM_172175 (humana); NM_000585,3
(preproproteina humana); U19843 (macaco); DQ021912 (macaco); AB000555 (macaco); NM_214390 (porcino);
DQ152967 (ovino); NM_174090 (bovino); NM_008357 (murino); NM_013129 (rata); DQ083522 (bufalo); XM_844053
(canino); DQ157452 (lagomorfo); y NM_001009207 (felino). Los numeros de acceso de las secuencias de
aminoacido de IL-15 de mamifero nativa de ejemplo incluyen NP_000576,1 (preproteina humana); NP 751914
(preproteina humana); CAG46804 (humano); CAG46777 (humano); AAB60398 (macaco); AAY45895 (macaco);
NP_999555 (porcino); NP_776515 (bovino); AAY83832 (bufalo); ABB02300 (ovino); XP_849146 (canino);
NP_001009207 (felino); NP_037261 (rata); y NP_032383 (murino).

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 % 0 99 % con una secuencia de aminoacidos de IL-15 nativa de
mamifero o un nucleétido que codifica dicho polipéptido, es biolégicamente activo, lo que significa que la proteina
mutada ("muteina") tiene una funcionalidad similar (75 % o mayor) a la de una proteina IL-15 nativa en al menos un
ensayo funcional. Funcionalmente, la IL-15 es una citocina que regula la activacion y la proliferacion de células T y
las células asesinas naturales. La IL-15 y la IL-2 comparten muchas actividades bioldgicas, incluyendo la uniéon a CD
122, la subunidad del receptor IL-2B/IL-15B. El nimero de células de memoria CD8+ se controla mediante un
equilibrio entre esta IL-15 e IL-2. La IL-15 induce la activacién de las JAK cinasas, asi como la fosforilacion y
activacion de activadores de la transcripcion STAT3, STAT5 y STAT6. La IL-15 también aumenta la expresion del
inhibidor de la apoptosis BCL2L1/BCL—x(L), posiblemente mediante la actividad de activacion de la transcripcion 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 proteina madura. Los ensayos funcionales de ejemplo de un
polipéptido de IL-15 incluyen la proliferacion de las células T (véase, por ejemplo, Montes, et al., Clin Exp Immunol
(2005) 142:292), y la activacion de células NK, macréfagos y neutrdfilos. Los métodos para el aislamiento de
determinadas subpoblaciones de células inmunitarias y la deteccién de la proliferacion (es decir, incorporacion de
3H-timidina) son bien conocidos en la técnica. Los ensayos de citotoxicidad celular mediada por células se pueden
utilizar para medir la activacién de células NK, macréfagos y neutréfilos. Los ensayos de citotoxicidad celular
mediada por células, incluyendo la liberacion de is6topos (*'Cr), 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
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.

La expresion "receptor alfa de la interleucina-15 de mamifero nativa (IL15Ra)" se refiere a cualquier secuencia de
acido nucleico y de aminoacidos del receptor alfa de interleucina-15 de origen natural del receptor alfa de la IL-15 de
una especie de mamifero. Los expertos en la técnica apreciaran que las secuencias de acido nucleico y de
aminoacidos del receptor alfa interleucina-15 estan disponibles al publico en las bases de datos de genes, por
ejemplo, GenBank, a través del National Center for Biotechnological Information en la red mundial ncbi.nim.nih.gov.
Las secuencias de acido nucleico y de aminoacidos del receptor alfa de la IL-15 nativa de mamifero de ejemplo
pueden proceder de, ser humano, primate, canino, felino, porcino, equino, bovino, ovino, roedor, murino, rata,
hamster, cobaya, etc. Los numeros de acceso para las secuencias de acido nucleico de IL-15 de mamifero nativa de
ejemplo incluyen NM_172200,1 (isoforma 2 humana); y NM_002189,2 (precursor de la isoforma 1 humana). Los
numeros de acceso a las secuencias de aminoacidos de IL-15 nativa de mamifero de ejemplo incluyen
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 "IL15Ra" se refiere a un polipéptido que tiene una identidad de
secuencia de al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % con una secuencia de
aminoacidos de IL15Ra nativo de mamifero o un nucleétido que codifica dicho polipéptido, es biolégicamente activo,
lo que significa que la proteina mutada ("muteina") tiene una funcionalidad similar (75 % o mayor) a la de una
proteina de IL15Ra nativa en al menos un ensayo funcional. El IL15Ra es un receptor de citocinas que se une
especificamente a IL15 con afinidad alta. Un ensayo funcional es la union especifica a una proteina de IL-15 nativa.

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

Una “fusion de IL-15Ra Fc" o un "IL-15Ra fusionado a una region Fc" como se usa en el presente documento se
refiere a formas de IL-15Ra donde la proteina se fusiona a uno o mas dominios de una regidon Fc de una
inmunoglobulina, tipicamente de una inmunoglobulina IgG. La regién Fc comprende los dominios CH2 y CH3 de la
cadena pesada y la regién bisagra de IgG. La bisagra sirve como espaciador flexible entre las dos partes de la
proteina de fusion 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.° 7.754.855; 5.480.981; 5.808.029;
Wo7/23614; Wo098/28427 y las referencias citadas en las mismas. Las proteinas de fusion Fc pueden incluir
moléculas de Fc variantes (por ejemplo, como se describen en la patente de Estados Unidos n.° 7.732.570). Las
proteinas de fusiéon Fc pueden ser solubles en el plasma o pueden asociarse a la superficie celular de células que
tienen receptores especificos de Fc.

La expresion “acido nucleico” se refiere a desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos y polimeros de los mismos en
forma mono o bicatenaria. El término abarca acidos nucleicos que contienen analogos de nucleétidos conocidos o
residuos o enlaces del esqueleto modificados, que son sintéticos, de origen natural y de origen no natural, que
tienen propiedades de unién similares a las del acido nucleico de referencia, y que se metabolizan de una manera
similar a la los nucledtidos de referencia. Entre los ejemplos de tales analogos se incluyen, sin limitaciones,
fosforotioatos, fosforamidatos, fosfonatos de metilo, fosfonatos de metilo quirales, ribonucleétidos-2-O-metilo, acidos
nucleicos peptidicos (PNA).

A menos que se indique lo contrario, una secuencia de acido nucleico concreta también abarca implicitamente
variantes de la misma modificadas de forma conservadora (p. e€j., sustituciones de codones degeneradas) y
secuencias complementarias, asi como la secuencia que se indica explicitamente. Se pueden conseguir
sustituciones de codones degeneradas generando secuencias donde la tercera posicion de uno o mas (o todos)
codones seleccionados esta 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 expresion acido nucleico se usa de forma intercambiable con gen, ADNc ARNm, oligonucleétido y
polinucleétido.
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Las sustituciones de codones degenerados para los aminoacidos de origen natural se encuentran en la tabla 1.

TABLA 1
12 posicion 22 posicion 3?2 posicion
(extremo 5’°) UT)| C A G (extremo 3’)
u(T) Phe | Ser Tyr Cys u(T)
Phe | Ser Tyr Cys C
Leu | Ser | TERMINACION | TERMINACION A
Leu | Ser | TERMINACION Trp G
C Leu | Pro His Arg u(T)
Leu | Pro His Arg C
Leu | Pro GIn Arg A
Leu | Pro GIn Arg G
A lle | Thr Asn Ser u(T)
lle | Thr Asn Ser C
lle | 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 mas secuencias de acidos nucleicos o
polipeptidicas, se refieren a dos o mas secuencias o subsecuencias que son iguales o tienen un porcentaje
especificado de residuos de aminoacidos o nucledtidos 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 region especificada (por ejemplo, de una secuencia de IL-15 o IL-
15Ra), cuando se comparan y se alinean para una correspondencia maxima sobre una ventana de comparacion o
region designada) medido usando algoritmos de comparacion de secuencia BLAST o BLAST 2.0 con los parametros
por defecto descritos mas adelante o mediante alineamiento manual e inspeccion visual (véase, por ejemplo, el sitio
web de NCBI o similares). Por tanto, se dice que dichas secuencias son "sustancialmente idénticas”. Esta definicion
también se refiere a la complementaria de una secuencia de ensayo o se puede aplicar a la misma. La definicion
también incluye secuencias que tienen deleciones y/o adiciones, asi como aquellas que tienen sustituciones. Como
se describe a continuacion, los algoritmos preferidos pueden representar los huecos y similares. Preferentemente,
existe identidad en una regién que tiene una longitud de al menos aproximadamente 25, 50, 75, 100, 150, 200
aminoacidos o nucledtidos y, a menudo, en una region que tiene una longitud de 225, 250, 300, 350, 400, 450, 500
aminoacidos o nucledtidos o mas sobre la longitud completa de las secuencias de aminoacidos o de acido nucleico.

Para la comparacién de secuencias, tipicamente una secuencia actia como secuencia de referencia, con la que se
comparan las secuencias de ensayo (aqui, toda una secuencia completa de aminoacidos o acido nucleico de IL-15
"nativa de mamifero"). Cuando se usa un algoritmo de comparaciéon 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 parametros del programa del algoritmo de secuencias. Preferentemente, se pueden usar los
parametros por defecto del programa o parametros alternativos. A continuacion, el algoritmo de comparacion de
secuencias calcula el porcentaje de identidades de secuencia para las secuencias problema con respecto a la
secuencia de referencia, en base a los parametros del programa.

Un ejemplo preferente de un algoritmo que es adecuado para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y
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 esta disponible
publicamente a través del Centro Nacional de Informacion sobre Biotecnologia en la red mundial en
ncbi.nlm.nih.gov/. Se pueden usar ambos parametros por defecto u otros parametros no predeterminados. El
programa BLASTN (para las secuencias de nucleétidos) usad como defecto una longitud de texto (W) de 11, una
expectativa (E) de 10, M=5, N=4 y una comparacion de ambas hebras. Para las secuencias de aminoacidos, el
programa BLASTP usa como parametros por defecto una longitud de texto de 3, y una expectativa (E) de 10 y la
matriz de puntuacion 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 comparaciéon de ambas hebras.

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

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

En el presente documento se puede hacer referencia a los aminoacidos bien por sus simbolos de tres letras
conocido o por el simbolo de una letra recomendados por la IUPAC-IUB Biochemical Nomenclature Commission.
Asimismo, se puede hacer referencia a los nucleétidos por sus codigos de una sola letra aceptados habitualmente.

“Variantes modificadas de forma conservadora" como se usa en el presente documento se aplica a secuencias de
aminoacidos. Un experto en la técnica reconocera que sustituciones, deleciones o adiciones en una secuencia de
acido nucleico, péptido, polipéptido o proteina que alteren, afiadan o delecionen un solo aminoacido o un porcentaje
pequefio de aminoacidos en la secuencia codificada es una “variante modificada de forma conservadora” donde la
alteracién tiene como resultado la sustituciéon de un aminoacido por un aminoacido quimicamente similar. En la
técnica son bien conocidas las tablas de sustituciones conservadoras que proporcionan aminoacidos funcionalmente
similares. Dichas variantes modificadas de forma conservadora son, ademas de y sin excluir, variantes polimoérficas,
homologos entre especies y alelos de la invencion.

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

1) Alanina (A), Glicina (G);

2) Acido aspartico (D), acido glutamico (E);

3) Asparagina (N), Glutamina (Q);

4) Arginina (R), Lisina (K);

5) Isoleucina (l), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V);

6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptéfano (W);

7) Serina (S), Treonina (T); y

8) Cisteina (C), Metionina (M) (véase, por ejemplo, Creighton, Proteins (1984)).

El término "mamifero” se refiere a cualquier animal dentro de la clasificacion taxondmica de mamiferos. Un mamifero
puede hacer referencia a un ser humano o a un primate no humano. Un mamifero puede hacer referencia a un
animal doméstico, incluyendo, por ejemplo, canino, felino, roedor, lagomorofos, murinos, rattus, Cricetinae
(hamsteres), etc. Un mamifero puede hacer referencia a un animal agricola, incluyendo, por ejemplo, bovino, ovina,
porcino, equino, etc.

La expresion "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
minimos. Un médico experto puede determinar faciimente una cantidad terapéuticamente eficaz, por ejemplo,
mediante, en primer lugar, la administracién de una dosis baja del agente o agentes farmacoldgicos y, después,
aumentando gradualmente la dosis hasta conseguir el efecto terapéutico deseado sin efectos secundarios
indeseados o con minimos efectos secundarios.

La expresion "niveles suprafisioldgicos" hace referencia a niveles de IL-15 en un tejido particular, por ejemplo,
sangre, plasma, suero, timo, que estan por encima de los niveles fisioldgicos naturales. Los niveles suprafisiolégicos
de IL-15 en un tejido también se pueden lograr cuando se mantiene la concentracion de IL-15 en dicho tejido por
encima de los niveles presentes en la naturaleza durante un periodo prolongado de tiempo, por ejemplo, durante
dias o semanas consecutivos o durante la duracion del tratamiento terapéutico. Por ejemplo, el ADN o proteina de
IL-15 ADN se pueden administrar a una dosis suficiente para alcanzar los niveles plasmaticos de IL-15 de
aproximadamente 1 a 1000 ng/ml, por ejemplo, los niveles plasmaticos de IL-15 de aproximadamente 10 a 1000
ng/ml. La IL-15 y el IL-15Ra pueden liberarse en cantidades equimolares. Como alternativa, se puede administrar un
complejo proteico de IL-15/IL-15Ra a una dosis de aproximadamente 0,01 a 0,5 mg/kg.

El término "coadministrar" se refiere a la presencia de dos agentes farmacoldgicos, por ejemplo, IL-15 e IL-15Raq, en
que la sangre al mismo tiempo. Los dos agentes farmacolégicos se pueden administrar simultaneamente o
secuencialmente.
El término "que consiste esencialmente en" se refiere a la administracion de los agentes farmacolégicamente activos
citados expresamente, por ejemplo, IL-15 e IL-15Raq, y excluye los agentes farmacoldgicamente activos que no citan
de forma expresa, por ejemplo, un antigeno. El término que consiste esencialmente en no excluye agentes
farmacologicamente inactivos o inertes, por ejemplo, vehiculos o excipientes fisioldgicamente aceptables.
Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 ilustra un esquema de la estabilizacién mutua de IL-15 e IL-15a.

La Figura 2 ilustra los efectos de la coadministracion sistémica de polinucleétidos que expresan IL-15 e IL-15Ra
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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
6sea (panel inferior).

La Figura 3 ilustra los efectos de la coadministracion sistémica de polinucleétidos que expresan IL-15 e IL-15Ra
sobre la maduracion de las células T en el timo. Las células T CD4+CD8+ dobles positivas disminuyen con un
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 migracion de timocitos cargados con éster de succinimidilo carboxifluoresceina ("CFSE") en
division al pulmén en ratones tratados con IL-15 y control sin tratar (paneles superiores). Los paneles inferiores
muestran un aumento de expresion de CD122 (IL-2RB/IL-15Rp) en los linfocitos, por ejemplo, células T totales y
células CD+ en el pulmén.

La Figura 5 ilustra la reconstitucion de linfocitos en el tejido pulmonar de ratones defectivos (KO) para IL-15
tratados con ADN plasmidico que codifica IL-15/IL-15Ra en comparacion con los ratones KO control sin tratar.

La Figura 6 proporciona un esquema de la evolucion temporal de un experimento de deplecion linfocitaria.

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

La Figura 8 ilustra el aumento en las células NK de pulmoén después de la administracion de Cyp.
Figura 9 ilustra el aumento en las células T de pulmoén T en presencia de IL-15/IL-15Ra.

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

La Figura 11 ilustra el aumento de las células T CD8+ de pulmdn en presencia de IL-15/IL-15Ra como se refleja
en el cambio de la relacion de células T CD8+ y CD4+ después de la administracion de IL-15.

La Figura 12 ilustra un analisis de células T en el bazo después de administracion de Cyp y IL-15/IL-15Ra.

La Figura 13 ilustra la recuperacion completa de las células T de la médula 6sea después de la administracion de
IL-15/IL-15Ra.

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

La figura 15 ilustra que una sola administracion de ADN que codifica IL-15/IL-15sRaes suficiente para la
recuperacion completa de las células NK en bazo y pulmén 5 dias después de la inyeccion de ADN.

La Figura 16 ilustra que la administracion de IL-15/IL-15sRa estimula la recuperacion de las células T CD8 dentro
de los 10 dias después del tratamiento, sin afectar significativamente a la recuperacion de las células T CD4.

La Figura 17 ilustra que los niveles altos de IL-15/IL-15sRa circulantes estimulan aumento transitorio de la
relacion T efectoras/T reguladoras después de la linfoablacion.

La Figura 18 ilustra los niveles de IL-15 en suero después de la liberacion hidrodinamica de vectores de ADN que
expresan diferentes formas de IL-15.

La Figura 19 ilustra la expresion de CD25 en la superficie de las células T de bazo después de la liberacion de
ADN de IL-15/IL-15Ra.

La Figura 20 ilustra la expresion de CD62L en la superficie de las células T de bazo después de la liberacion de
ADN de IL-15/IL-15Ra.

La Figura 21 ilustra la expresion de CD44 en la superficie de las células T de bazo después de la liberacion de
ADN de IL-15/IL-15Ra.

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

La Figura 23 ilustra que IL-15/IL-15Ra purificada es bioactiva in vivo.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 598 005 T3

Descripcion detallada
1. Introduccién

La invencion actualmente reivindicada se basa, en parte, en el sorprendente descubrimiento de que sometiendo el
tejido timico a niveles suprafisioldgicos de IL-15 estimula la maduracion 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 apoptéticos y aumenta la migracion de las células T maduras desde el timo a
los tejidos periféricos, incluyendo los tejidos periféricos linfoides y no linfoides.

La invencion actualmente reivindicada se basa ademas, en parte, en el sorprendente descubrimiento de que la
administracion sistémica de niveles suprafisiolégicos de IL-15 estimula la maduracion y la exportacion de los
linfocitos de los tejidos linfoides centrales (por ejemplo, en el timo y la médula ésea) a los tejidos periféricos,
incluyendo los tejidos periféricos linfoides y no linfoides.

2. Métodos de estimulacion de la maduracién de los linfocitos en un érgano linfoide central y la migracion de
los linfocitos a los tejidos periféricos

La invencion actualmente reivindicada proporciona la estimulacion de la maduracion de las células T en el timo, la
disminucion de la apoptosis de las células T en el timo y la estimulacion de la migracion o la salida de las células T
maduras desde el timo, poniendo en contacto el tejido del timo con niveles suprafisiolégicos de IL-15. En algunos
casos de la divulgacion, el tejido timico 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 mamifero, tal como un primate no humano. En la invencion reivindicada, el sujeto es
un ser humano. Los sujetos que se beneficiaran de la presente divulgacion 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 divulgacion es inmunodeficiente o tiene linfopenia. En la invencion reivindicada, el
sujeto tiene una inmunodeficiencia inducida por el farmaco debido a medicamentos contra el cancer. En el presente
documento también se divulgan sujetos que tienen una inmunodeficiencia secundaria a una enfermedad, por
ejemplo, infeccion por VIH. Los sujetos pueden tener una mutacion genética que de lugar a una IL-15 no funcional o
a una subunidad del receptor de IL-15 no funcional (por ejemplo, IL-15Ra, IL-15R, o IL-15Ry).

La exposicion sostenida del tejido del timo a niveles suprafisioldgicos de IL-15 estimula la maduracion de células T
doble positivas. La IL-15 estimula la diferenciacion terminal de los timocitos en células T simples positivas que
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
proteina de superficie CD3. La maduracioén inducida por IL-15 de las células T también corresponde a una reduccién
en la frecuencia de células T inmaduras que sufren apoptosis. Poniendo en contacto el tejido del timo con niveles
suprafisiolégicos de IL-15, las células T doble positivas CD4+CD8+ y las células T con niveles bajos de CD3 se
pueden eliminar sustancialmente a medida que las células maduran en células T simples positivas con niveles altos
de CD3. Después de la exposicion a niveles suprafisioldgicos de IL-15, al menos el 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o
mas de las células T son células T simples positivas CD4+ o CD8+ con niveles altos de CD3.

La maduracion inducida por IL-15 de las células T en el tejido del timo también estimula la migracion de las células T
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 mas dias de exposicidon a niveles suprafisioldgicos de IL-15, el érgano del timo puede haber disminuido de
tamario, por ejemplo, en al menos aproximadamente 30 %, 40 %, 50 %, o mas, debido a la salida del timo inducida
por IL-15.

La administracion sistémica de niveles suprafisioldgicos de IL-15, por ejemplo, sostenida a lo largo de, por ejemplo,
aproximadamente 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas dias, también estimula la maduracién y la migracién de linfocitos,
incluyendo las células NK, de la médula ésea. Por ejemplo, después de aproximadamente 2, 3, 4,5,6,7,8,9,100
mas dias de exposicion a niveles suprafisiolégicos de IL-15, el porcentaje de linfocitos en la médula 6sea puede
haber disminuido, por ejemplo, en al menos aproximadamente 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, o mas, debido a la salida de
los linfocitos de la médula ésea inducida por IL-15.

Al mismo tiempo que el nimero de linfocitos disminuye en los tejidos linfoides centrales, es decir, en el timo y la
médula 6sea, el numero de linfocitos en los tejidos linfoides periféricos, por ejemplo, el bazo, los ganglios linfaticos,
los tejidos linfoides asociados a las mucosas (MALT), por ejemplo, las amigdalas, y/o los tejidos linfoides asociados
al intestino (GALT), incluyendo las placas de Peyer, aumenta. Adicionalmente, el nimero de linfocitos en los tejidos
no linfoides periféricos, incluyendo el pulmon, el higado, el rifidn, la piel, y otros tejidos, también se incrementa. En
algunas realizaciones, la administracién de niveles suprafisiolégicos de IL-15 aumenta el numero de linfocitos,
incluyendo células T, células B y células NK, en la sangre.
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3. Tratamiento de la linfopenia

Como se ha explicado anteriormente, en un aspecto, la divulgaciéon se basa en el descubrimiento de que la
administracion sistémica de niveles suprafisiolégicos de IL-15 estimula la maduracion y la exportacion de los
linfocitos de los tejidos linfoides centrales (por ejemplo, en el timo y la médula ésea) a los tejidos periféricos,
incluyendo los tejidos periféricos linfoides y no linfoides.

Por consiguiente, la divulgacion proporciona la prevencion, reduccion e inhibicion de la deplecion de linfocitos,
incluyendo células T, células B y células asesinas naturales (NK), en la circulaciéon periférica o en los tejidos
mediante la administracion sistémica de IL-15 a un sujeto en necesidad del mismo. La presente divulgacion también
proporciona la aceleracion de la recuperacion y acortamiento del periodo de tiempo de deplecion de linfocitos,
incluyendo células T, células B y células asesinas naturales (NK), en la circulaciéon periférica o en los tejidos
mediante la administracion 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 mamifero, tal
como un primate no humano. En la invencion reivindicada, el mamifero ser humano. En el presente documento
también se divulgan casos los que el individuo es un mamifero doméstico (por ejemplo, un canino o felino), un
mamifero de laboratorio (por ejemplo, un ratén, una rata, un conejo, un hamster), o un mamifero agricola (por
ejemplo, un bovino, un porcino, un ovino, un equino). Los sujetos que se beneficiaran de los presentes
procedimientos o bien ya tienen o tendran (como resultado de un ciclo de tratamiento de farmacos) una deficiencia
de linfocitos maduros en la circulacion 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 esta sufriendo niveles anormalmente bajos de linfocitos circulantes. Para los fines de prevencion, el
paciente puede tener niveles normales de linfocitos periféricos y es probable que experimente deplecion de linfocitos
como resultado de un tratamiento quimioterapéutico.

Los patrones para el diagndstico 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/mm°. El paciente puede tener un recuento de linfocitos totales circulantes en sangre
es menor que aproximadamente 2.000/ul de los linfocitos totales circulantes en el momento del nacimiento, menor
que aproximadamente 4.500/ul de linfocitos totales circulantes aproximadamente a los 9 meses de edad o menor
que aproximadamente 1.000/ul de linfocitos totales circulantes en pacientes mayores de aproximadamente 9 meses
(nifios y adultos). Véase, por ejemplo, The Merck Manual, 182 Edicion, 2006, Merck & Co.

El origen o la etiologia de la deplecion o los niveles anormalmente bajos de linfocitos pueden ser por cualquier
razon. La linfocitopenia tiene una amplia gama de posibles causas, incluyendo infecciones viricas (por ejemplo,
infeccion por el VIH), bacterianas (por ejemplo, infeccién por tuberculosis activa) y fungicas; insuficiencia crénica del
ventriculo derecho del corazén, enfermedad de Hodgkin y canceres del sistema linfatico, leucemia, una fuga o rotura
en el conducto toracico, efectos secundarios de medicamentos de prescripcion médica, incluyendo agentes
anticancerosos, agentes antivirales y glucocorticoides, malnutricion resultante de las dietas que tienen niveles bajos
de proteinas, radioterapia, uremia, trastornos autoinmunes, sindromes de deficiencia inmunitaria, niveles de estrés
altos y traumatismo. La linfopenia también puede ser de etiologia desconocida (es decir, linfopenia idiopatica).

La deplecion de linfocitos puede implicar linfocitos totales (por ejemplo, células T, células B y células NK, etc.), o
puede implicar solamente una subpoblacion de linfocitos totales (una o mas de células T, células T CD4+, células T
CD8+, células B, células NK).

Los pacientes que tienen una enfermedad que causa deplecién de los linfocitos circulantes periféricos se describen
en el presente documento. Por ejemplo, el paciente puede sufrir un cancer, incluyendo enfermedad de Hodgkin y
canceres del sistema linfatico, leucemia; una infeccion virica, incluyendo el VIH o el virus de la hepatitis. En la
invencion reivindicada, el paciente esta recibiendo un agente contra el cancer, tal como quimioterapia, que causa
deplecion de linfocitos circulantes periféricos. Entre los ejemplos de agentes farmacoldgicos que pueden causar
deplecion de linfocitos se incluyen, sin limitaciones, vinblastina, fludarabina, aclarubicina, doxorubicina, exemestano,
alefacept, alemtuzumab, cloranfenicol, pamidronato, idarubicina y ciclofosfamida. Los pacientes también podrian
también recibir agentes antiviricos, agentes retrovirales o glucocorticoides.

En el presente documento se divulgan sujetos que tienen una mutacién genética que de lugar a una IL-15 no
funcional o a una subunidad del receptor de IL-15 no funcional (por ejemplo, IL-15Ra, IL-15R, o IL-15RYy).

4.1L-15

La IL-15 para su uso en la invencion reivindicada puede ser cualquier IL-15 fisiolégicamente activa (es decir,
funcionales). La IL-15 se puede liberar como un polipéptido o un polinucleétido que codifica IL-15. La IL-15 puede
ser de longitud completa o un fragmento fisiolégicamente activo de la misma, por ejemplo, un fragmento de IL-15
que retiene la union a IL-15Ra y/o IL-15Rp, o un fragmento de IL-15 que estimula la proliferacion y/o maduracion de
células T. En algunas realizaciones, el polipéptido de IL-15 liberado o expresado tiene uno o mas aminoacidos que
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estan sustituidos, afiadidos o eliminados, al tiempo que conserva la actividad fisiolégica de IL-15. En algunas
realizaciones, la IL-15 liberada o expresada comparte una identidad de la secuencia de aminoacidos de al menos 90
%, 93 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 % con una IL-15 de tipo silvestre, por ejemplo, SEQ ID NO: 2. En algunas
realizaciones, el polinucleétido que codifica la IL-15 comparte una identidad de la secuencia de aminoacidos de, al
menos, 90 %, 93 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % con una secuencia de codificacion de IL-15 de tipo silvestre,
SEQ ID NO: 1.

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

El polinucleétido que codifica la IL-15 puede unirse operativamente a un olinucleétido que codifica una secuencia de
péptido sefal nativo, por ejemplo, la secuencia del péptido sefial largo de la IL15(LSP) o la secuencia del péptido
sefial de IL-15 corto (SSP). En algunas realizaciones, la secuencia de acido nucleico que codifica un péptido senal
de IL-15 nativa se sustituye con una secuencia de acido nucleico que codifica un péptido sefial de una proteina
heterdloga. La proteina heteréloga puede ser, por ejemplo, de activador del plasmindgeno tisular (tPA), hormona del
crecimiento, factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF) o una inmunoglobulina (por
ejemplo, IgE). Un ejemplo de una fusion de GMCSF-IL-15 humana se proporciona en SEQ ID NO: 18. En algunas
realizaciones, el acido nucleico que codifica la IL-15 esta unido operativamente a un acido nucleico que codifica un
elemento de exportacion de ARN, por ejemplo un CTE o RTEm26CTE.

En algunos casos de la divulgacion, la IL-15 se administra como un heterodimero con IL-15Ra. Uno o ambos de IL-
15 y IL-15Ra se pueden administrar como un polipéptido. Uno o ambos de IL-15 y IL-15Ra se pueden administrar
como un polipéptido. En una realizacion, la IL-15 y IL-15Ra se pueden administrar de forma conjunta como
polipéptidos. En una realizacion, un polipéptido de IL-15 se administra de forma conjunta con un polinucleétido que
codifica IL-15Ra. En una realizacion, un polipéptido de IL-15Ra se administra de forma conjunta con un
polinucleétido que codifica IL-15.

En algunos caso de la divulgacion, el IL-15Ra administrado puede ser cualquier IL-15Ra fisiolégicamente activo (es
decir, funcional. El IL-15Ra se puede liberar como un polipéptido o un polinucleétido que codifica IL-15Ra. El IL-
15Ra puede ser de longitud completa o un fragmento fisiolégicamente activo del mismo, por ejemplo, un fragmento
de IL-15Ra que conserva la unién especifica a IL-15. Ademas, el IL-15Ra, por ejemplo, un fragmento que conserva
la union especifica a IL-15 y carece de la regiéon de anclaje transmembrana, puede fusionarse con una region Fc. En
algunas realizaciones, el polipéptido de IL-15Ra liberado o expresado tiene uno o mas aminoacidos que estan
sustituidos, afadidos o eliminados, al tiempo que conserva la actividad fisioldgica de IL-15Ra. En algunas
realizaciones, la IL-15 liberada o expresada comparte una identidad de la secuencia de aminoacidos de al menos 90
%, 93 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % con un IL-15Ra, de tipo silvestre, por ejemplo, las SEQ ID NO: 5 o SEQ
ID NO: 7. En algunas realizaciones, el polinucleétido que codifica IL-15 comparte una identidad de la secuencia de
acido nucleico de al menos 90 %, 93 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % con una secuencia de codificacion de IL-
15 de tipo silvestre, por ejemplo, las SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 8.

El polinucledtido que codifica IL-15Ra puede tener uno o mas codones alterados para mejorar la expresion. En
algunas realizaciones, el polinucleétido que codifica IL-15Ra comparte una identidad de secuencia de acido nucleico
de al menos 90 %, 93 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % con una secuencia de codificacién de IL-15Ra de tipo
silvestre, por ejemplo, la SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 11. Los polinucleétidos que codifican IL-15Ra que tienen
codones alterados para la mejora de la expresion se describen en, por ejemplo, el documento WO 2007/084342.

El polinucleétido que codifica IL-15Ra puede estar unido operativamente al polinucleétido que codifica una
secuencia del péptido sefal nativo. En algunas realizaciones, la secuencia de acido nucleico que codifica un péptido
sefial de IL-15Ra nativo se sustituye con una secuencia de acido nucleico que codifica un péptido sefial de una
proteina heterdloga. La proteina heteréloga puede ser, por ejemplo, de activador del plasmindgeno tisular (tPA),
hormona del crecimiento, factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF) o una
inmunoglobulina (por ejemplo, IgE). En algunas realizaciones, el acido nucleico que codifica el IL-15Ra esta unido
operativamente a un acido nucleico que codifica un elemento de exportacion de ARN, por ejemplo un CTE o
RTEmM26CTE.

En la invencién reivindicada, el IL-15Ra esta en forma de una proteina de fusion de Fc. Los ejemplos de secuencias
polipeptidicas de sIL-15Ra se muestran en las SEQ ID NO: 17 y SEQ ID NO: 20. Tipicamente, tales proteinas 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 region Fc de la proteina de fusion. Diferentes fragmentos de IL-15Ra se pueden
fusionar a la region Fc. Dos ejemplos de fusiones funcionales se proporcionan como la SEQ ID NO: 17 y la SEQ ID
NO: 20, que contienen 205 o 200 aminoacidos dentro de la regién de IL-15Ra. En algunas realizaciones, la region de
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IL-15Ra de la proteina de fusion puede liberarse mediante escision proteolitica. En algunas realizaciones, la region
funcional de IL-15Ra de la proteina esta unida a un polipéptido que es capaz de unirse a tipos especificos de células
a través de receptores de la superficie. En algunas realizaciones, la proteina de fusion IL15-Ra Fc comparte una
identidad de secuencia de aminoacidos 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.

En algunas realizaciones, un polinucleétido que codifica IL-15 se administra de forma conjunta con un polinucleétido
que codifica IL-15Ra. El polinucleétido que codifica IL-15 y el polinucleétido que codifica IL-15Ra se pueden
administrar en el mismo vector o en vectores separados. Preferentemente, el polinucleétido que codifica IL-15 se
administra de forma conjunta con un polinucledtido que codifica IL-15Ra estan en el mismo vector. Un ejemplo de un
plasmido que codifica una fusién IL-15Ra-Fc tiene una secuencia polipeptidica de la SEQ ID NO: 17 y un péptido
sefial 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 plasmido que codifica una fusién IL-15Ra-Fc tiene una secuencia polipeptidica de SEQ ID NO: 20 y un péptido
sefial 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 divulgacion, el vector administrado comparte una identidad de secuencia de acido nucleico de al menos 95 %, 97
%, 98 %, 99 % o 100 % con un vector plasmidico 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 expresion, promotores, sefiales de poliadenilacion, y péptidos
secretores alternativos a los de los ejemplos de secuencias proporcionados en el presente documento pueden
usarse para la expresion 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 antigeno particular. Por lo tanto, en los presentes métodos, la IL-15 se administra sin un
antigeno. Dicho de otra manera, la IL-15 no se administra de forma conjunta con un antigeno.

La IL-15 (y el IL-15Ra) se administran a una dosis suficiente para alcanzar niveles suprafisiologicos de IL-15 por via
sistémica o en el tejido diana, por ejemplo, el timo, durante el periodo de tiempo deseado. El periodo de tiempo
deseado puede ser dias, semanas o0 mas si es necesario. En algunas realizaciones, los niveles suprafisioldgicos de
IL-15 se mantienen durante toda la duracion del tratamiento o hasta que se alcanza un punto final terapéutico
deseado, por ejemplo, la repoblacion de los tejidos periféricos con linfocitos. En algunas formas de realizacion, la IL-
15 se administra una vez, como un bolo.. En algunas formas de realizacion, la IL-15 se administra dos o mas veces.
Cuando se administra varias veces, la IL-15 se puede administrar a diaria, semanalmente, quincenalmente,
mensualmente, o segun sea necesario, para mantener los niveles suprafisiolégicos de IL-15 por via sistémica o en el
tejido diana.

En realizaciones donde la IL-15 (y el IL-15Ra) se administran como un polipéptido, las dosis tipicas 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.

En realizaciones donde la IL-15 (y el IL-15Ra) se administran como un polinucleétido, las dosis son suficientes para
alcanzar niveles plasmaticos de IL-15 de aproximadamente 1 a 1.000 ng/ml, por ejemplo, niveles plasmaticos 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 electroporacion intramuscular de aproximadamente 0,1 mg de plasmido de ADN que expresa
IL-15/IL-15Ra por kg de peso corporal. En algunas realizaciones, la dosis de acido 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 via apropiada para efectuar los niveles suprafisiologicos sistémicos de IL-15
IL-15 o los niveles suprafisioldgicos de IL-15 en el tejido diana, por ejemplo, el timo. La IL-15 y el IL-15Ra se pueden
administrar a través de las mismas o diferentes vias. En algunos casos, la IL-15 (y el IL-15Ra) se administran
sistémicamente, incluyendo, sin limitaciones, las vias enteral (es decir, por via oral) o parenteral, por ejemplo, por via
intravenosa, intramuscular, subcutanea, intradérmica, intranasal, o por inhalacion. En el presente documento
también se describe la administracion local de la IL-15 (y IL-15Ra), por ejemplo, por via intratimica o directamente en
la médula dsea.

Para el tratamiento de la linfopenia, la administracion sistémica de IL-15 estimula y acelera la repoblacion de las
poblaciones de linfocitos periféricos. Después de la administracion 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 estan
completamente repoblados a niveles normales. En algunas realizaciones, la repoblacion de linfocitos es dias o
semanas mas rapida en un individuo que recibié la administracion de IL-15 en comparacién con una persona que no
recibié la administracion de IL-15.

La administracion sistémica de IL-15 también evita, reduce o inhibe la deplecién de linfocitos en la circulacion
periférica, por ejemplo, causada por quimioterapia o radioterapia. Después de la administracion 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 divulgacion, la IL-15 se administra de forma conjunta con un agente quimioterapéutico que
causa o puede causar linfopenia o deplecion 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 deplecién de linfocitos
en los tejidos periféricos. En algunos casos, la IL-15 también podria administrarse antes, durante o después de un
ciclo de radioterapia.

Ejemplos
Los ejemplos siguientes se ofrecen para ilustrar, pero no para limitar, la invencion reivindicada.

Ejemplo 1:_La administracién sistémica de IL-15 estimula la maduracion de las células T en el timo y la migracién de
las células T a los tejidos periféricos

El ADN de IL-15/IL-15Ra se expres6 por via sistémica y localmente a varios niveles, tanto en ratones normales
como en defectivos (KO) para IL-15 para entender mejor la biologia de IL-15. Véase, Bergamaschi, et al., (2008) J
Biol Chem 283:4189-4199. Los niveles suprafisioldgicos de IL-15/IL-15Ra en los ratones normales tienen efectos
rapidos y profundos en muchos tejidos. Hay un aumento rapido y reversible del tamafo del bazo, mientras que el
timo se hace mas pequefio y el nimero de linfocitos de la médula dsea disminuyen (Figura 2). Previamente, los
inventores han demostrado que el incremento del tamafio del bazo y de los ganglios linfaticos 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
composicion de los linfocitos en muchos tejidos se estudiaron usando 10 parametros de citometria de flujo, asi 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
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 invencién, 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 maduracién de los timocitos dobles positivos CD4+ CD8+ en
células T simples positivas con niveles altos de CD3 (Figura 3) y acelera su rapida migracion a la periferia (Figura 4).
Siete dias después del marcaje in situ de los timocitos, IL-15/IL-15Ra estimulé su migracion al pulmén. En presencia
de IL-15/IL-15Raq, los linfocitos en el pulmén tienen mayores niveles de IL-2/IL-15Ra (CD122, véase, la Figura 4,
parte inferior) que indican que estan activados. Estos resultados son consistentes con la idea de que la IL-15
estimula no solo la salida acelerada del timo, sino también la migracién a los tejidos periféricos y la activacion de
estos linfocitos.

Los resultados de los investigadores también muestran que, ademas de las células NK 'y T de memoria CD8+ que
estan 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 expresion generalizada (pero no universal) del receptor betagamma de IL-2/IL-15. La jerarquia de
la capacidad de respuesta de las subpoblaciones de linfocitos a la IL-15 refleja los niveles de CD122 (IL-2Rbeta) en
su superficie. Véase, Bergamaschi, et al., (2008) J Biol Chem 283:4189-4199.

Las observaciones de los inventores estan apoyadas ademas por experimentos realizados en un modelo de KO en
IL-15, para corregir los defectos de los linfocitos mediante la administracion de ADN de plasmido que codifica el
heterodimero IL-15/IL-15Ra. Los ratones KO en IL-15 se caracterizan por una disminucién en el recuento total de
células T que afecta, preferentemente, a las células T CD8+, que estan casi completamente ausentes en los tejidos
periféricos. Los inventores han demostrado que IL-15/IL-15Ra puede repoblar érganos 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-
15Ra se multiplica por 10, mientras que el aumento de la poblacion CD8+ es significativamente mayor,
multiplicandose por 100 (Figura 5). Estos resultados subrayan la viabilidad de la utilizacion de ADN de IL-15/IL-15Ra
para corregir los defectos asociados con linfopenia (por ejemplo, causadas por la ausencia total de IL-15 o de ofra
etiologia). El analisis de los linfocitos que migran en diferentes drganos, en presencia de IL-15 sugiere que muchos
adquieren rapidamente un fenotipo de memoria en ausencia de reconocimiento del antigeno y que la IL-15 estimula
la reentrada de algunos linfocitos en el timo. La cuestién 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 comprension de este fendbmeno. Véase,
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.
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Los inventores han descubierto que la IL-15 disminuye la frecuencia de los timocitos apoptoticos, principalmente
mediante la estimulacién de su diferenciacion terminal en las células T simples positivas maduras. Los resultados de
los inventores después de la inyeccion intratimica 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.

Los inventores han observado ademas que el mayor tamario del bazo tras el tratamiento de IL-15 se debe, en parte,
al aumento de la frecuencia de los linfocitos B, ya sea mediante proliferacion local, migraciéon de células B de otros
compartimentos, o ambos. Ademas, durante los experimentos in vivo con esplenocitos marcadas con CFSE
transferidos adoptivos se observé proliferacion 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
células T CD4+ parecen estar restringidas a una subpoblacion de células.

Ejemplo 2:_Correccion de la linfopenia inducida por ciclofosfamida mediante la administracion de ADN de IL-15/IL-
15Ra

Sumario

El presente ejemplo muestra la inversion de la linfopenia inducida por ciclofosfamida en ratones jévenes normales
mediante la administracion sistémica de IL-15. Una o dos dosis elevadas de IL-15 se administraron dos (2) dias (o
dos (2) y doce (12) dias) después de la ciclofosfamida mediante inyeccion de ADN hidrodinamico. Los resultados
muestran que los ratones se recuperan mas rapidamente de la linfopenia después de la administracién de IL-15 en
comparacion con los ratones control con linfopenia inducida por ciclofosfamida que no recibieron IL-15. Los linfocitos
se recuperaron mas rapidamente en los tejidos periféricos después de la administracion 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 recuperacion
de las células T a través de una Unica administracion de IL-15. Ademas, los niveles bajos y sostenidos de IL-15
proporcionan una repoblacién mas eficiente de los linfocitos a los tejidos periféricos en comparaciéon con una sola
dosis alta. Estos resultados demuestran que la IL-15 es Uutil en el tratamiento y/o prevencion de la linfopenia.

Meétodos
Administracién 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 disolvié en solucién salina apirégena y se inyecta por via intraperitoneal (i.p.) a
una dosis de 200 mg/kg de peso corporal. Se realizaron dos tratamientos con ciclofosfamida los dias -4 y -2.

Inyeccién de ADN

El dia 0, se realiz6 una inyeccion hidrodinamica de cualquiera de un vector control o plasmido de expresion de IL-15
e IL-15Ra en ratones tratados con ciclofosfamida. EI ADN del vector vacio también se administré a los ratones no
tratados con ciclofosfamida, como control. Brevemente, se inyectaron de 0,2 ug a 2 ug de ADN en 1,6 ml de solucién
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 plasmidos de ADN libre de endotoxina altamente purificados utilizando el kit Qiagen
EndoFree Giga (Qiagen, Hilden).

Analisis de los linfocitos

Se sacrificd a los ratones en diferentes puntos de tiempo (dias 2-26) después de la inyeccion de ADN y se
recogieron suero, médula 6sea, timo, bazo, higado y pulmones para su analisis.

Para el aislamiento de linfocitos de médula 6sea 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 contenia 10 % de suero bovino fetal y las células viables se contaron usando
colorante naranja de acridina (Molecular Probes)/bromuro de etidio (Fisher).

Para el aislamiento de esplenocitos o timocitos, se apretaron suavemente los bazos o los timos a través de un Cell
Strainer (Thomas) de 100 pm y se lavaron en medio RPMI (Gibco) para eliminar cualquier resto de los linfocitos del
estroma de 6rganos. Después de la centrifugacion, las células se resuspendieron en RPMI que contenia suero
bovino fetal al 10 % y se contaron.

Para aislar los linfocitos de los higados 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 °C, a continuacion, 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 fenotipificacion, las células se incubaron con la siguiente mezcla de anticuerpos anti-ratéon 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 citometria de flujo utilizando un citémetro de
flujo LSR 1l (BD) y se analizaron utilizando el software FlowJo (Arbol Star, San Carlos, CA).

Los linfocitos de los diferentes grupos de ratones se contaron y se compararon. Se realizaron analisis estadisticos
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.

Resultados

Se usaron dos inyecciones de ciclofosfamida los dias -4 y -2 para generar ratones con deplecion de linfocitos. Al dia
0 (y también, para algunos ratones el dia 10) se inyecto el vector de expresion de ADN de IL-15/15Ra en la vena de
la cola, lo que generd niveles sistémicos altos de de IL-15/15Ra bioactiva, tal como se publicd (Bergamaschi, et al..,
J Biol Chem. (2008) 283(7):4189-99). Los efectos bioldgicos después de la inyeccion de ADN de 15Ra IL-15/se
compararon con la inyeccion de un ADN no productor (vector BV) como control negativo en los animales tratados
con ciclofosfamida.

Se extrajeron diferentes tejidos, incluyendo los pulmones, el higado, el bazo, el timo y la médula 6sea de los ratones
sacrificados los dias 2-26 de de la inyeccion de ADN y se estudiaron las poblaciones de linfocitos.

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 sacrificd a cuatro animales por punto de tiempo y se controld el
peso del bazo. Los dos grupos tratados con ciclofosfamida (CP + vector, tratados con un vector de ADN no
productor; CP + IL-15) tenian un bazo mas pequefio el dia 2 después del tratamiento de ADN (4 dias después de la
ciclofosfamida). En este punto temprano y también el dia 5, los animales tratados con IL-15 mostraron una diferencia
estadisticamente significativa en el tamafio del bazo, lo que indica la recuperacién acelerada por la IL-15.

Pulmén

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

Los linfocitos del pulmén se evaluaron con el fin de determinar los efectos de IL-15/15Ra en un lugar periférico,
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 ug los dias 0 y 10), favorece la
recuperacion de linfocitos en el pulmén después del tratamiento con Cyp.

Efectos sobre las células asesinas naturales (NK):

Los ratones se trataron los dias -4 y -2 y se inyect6 el ADN el dia 0. En dos grupos de ratones se inyect6 ADN
control negativo BV o ADN de IL-15/IL-15Ra. Los animales tratados con IL-15/IL-15Ra tenian una tendencia a
numeros mas altos de NK para todos los puntos de tiempo. Al dia 14, la comparacién de el grupo que recibio el
vector vacio con el grupo de administracion de 2x IL-15/IL-15Ra (inyecciones de AD los dias 0 y 10) mostraron que
IL-15/15Ra aumento significativamente la recuperacion de células NK de pulmén (p=0,03).

La poblacién 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 intervencion. La administracion de IL-15/15Ra acelerd esta recuperacion. La mejor recuperacion se observo
después de dos inyecciones de IL-15 los dias 0 y 10. El examen al dia 14 mostré un aumento significativo de NK por
IL-15 en comparacioén con Cyp (p = 0,03). Véase la figura 8.

Efectos sobre las células T de pulmén

En contraste con las células NK, las células T de pulmdn no se recuperan tan rapido. Los ratones se trataron y se
analizaron como se ha indicado en lo que antecede. Las células T de pulmén T se enumeraron el dia 14 después de
la primera inyeccion de ADN. Se encontré6 que las células T totales aumentaron el dia 14 después de dos
administraciones IL-15/Ra los dias 0 y 10, en comparacion con los animales tratados con Cyp. Véase la figura 9.

Las células T de pulmén también se distinguieron segun la expresion de CD4 o CD8 y se compararon entre los
diferentes grupos de ratones. Se descubrié que las células T CD8+ aumentaron preferentemente después de la
administracion de IL-15/15Ra el dia 14 (p = 0,0357). Ademas, los dias 6 y 14 se incrementd la relacion CD8/CD4, lo
que demuestra la estimulacion preferente de las células T CD8+ por la IL-15. La relacién vuelve a la normalidad
hacia el dia 26, en el grupo que IL-15/15Ra. Véanse las Figuras 10y 11.
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Bazo

En el bazo, también se descubrié que las células T se recuperaban mas rapidamente después de dos inyecciones
de IL-15/15Ra (p = 0,0357). Similar a los resultados en el pulmén, dos dosis de IL-15/15Ra (dias 0 y 10) eran
capaces de aumentar los linfocitos del bazo después de Cyp (p = 0,03). Véase la figura 12.

Médula 6sea

El nivel alto sostenido de IL-15 (conseguido con dos inyecciones de ADN de 2 ug los dias 0 y 10) tuvo como
resultado una recuperacion de células T en la médula 6sea hacia el dia 14 después de la primera inyeccion de ADN
(Figura 13). La IL-15 afecté6 a ambos compartimentos CD4 y CD8. El tratamiento con dos administraciones de IL-
15/15Ra dio lugar a altos niveles de células T en la médula ésea el dia 14 en comparacién con los animales tratados
con Cyp.

Ejemplo 3; Efectos terapéuticos de la IL-15 en la linfopenia en dos cepas de raton diferentes

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

Tratamiento de ratones con deplecién de linfocitos con ADN de IL-15

Se trato a los ratones Balb/c o Black6 de 6-8 semanas de edad por via intraperitoneal con una dosis de 200 mg/kg
de peso corporal de la ciclofosfamida (CYP, Figura 14). Se realizaron dos inyecciones de CYP el dia -4 y el dia -2. El
dia 0 y el dia 5, se realizé una inyeccion hidrodinamica de cualquiera de un ADN de control o de ADN que expresa la
molécula soluble de IL-15/IL-15sRa. El vector de control también se liberd en ratones no tratados con CYP como
control. Se sacrificd a los ratones a diferentes puntos de tiempo: el dia -1 para evaluar la deplecion linfocitaria
inducida por CYP los dias 5, 10, 17 y 24 para seguir la reconstitucién inmune en presencia o ausencia de IL-15
exogena. Se recogieron diferentes tejidos (bazo, timo, médula 6sea, pulmén e higado) y se analizaron para
determinar la presencia de diferentes subpoblaciones de linfocitos. El analisis se realizé mediante citometria de flujo
después de tefiir las células con anticuerpos marcados con fluorescencia.

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

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 identificacion de la poblacién de células T reguladoras (células T CD4"CD25'FoxP3"), las células se fijaron y
se permeabilizaron (eBioscience) y se incubaron con anticuerpo FoxP3—-PeCy7 anti-raton (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 reconstitucion del compartimiento de células NK en el bazo y el pulmén después del
tratamiento con CYP. Los ratones no tratados con CYP se utilizaron como control basal (cuadrados). Dos
inyecciones de CYP dieron como resultado una reduccion drastica del niumero absoluto de células NK, tanto en el
bazo como el pulmén (dia -1). Las células NK se recuperaron de forma espontanea entre el dia 10 y el dia 14
después de la inyeccion de ADN control (triangulos). Una administracion Unica de ADN de IL-15/IL-15sRa fue capaz
de estimular una recuperacion completa de NK en un plazo de 5 dias después de la inyeccion de ADN. La segunda
inyeccion de ADN que expresa IL-15/IL-15sRa dio como resultado una expansion incluso mayor de las células NK,
tanto en el bazo como en los pulmones (circulos).

La Figura 16 muestra la reconstitucion del compartimiento de células T en el bazo y el pulmén después del
tratamiento con CYP. Los ratones no tratados con CYP se utilizaron como control basal (cuadrados). Dos
inyecciones de CYP dieron como resultado una reduccion de 4 veces el nivel de células T esplénicas y una
reduccion de 10 veces el nivel de células T que residen en el pulmoén (dia -1). La recuperacion espontanea de las
células T parecia ser mas lenta en comparacion con la recuperacion de las células NK y todavia estaba incompleta
el dia 24 después de la inyeccion de ADN control. La cinética de la recuperacion espontanea de las células T CD8 y
CD4 fue similar tanto en el bazo como en el pulmodn (triangulos). Dos inyecciones de ADN que expresan IL-15/IL-
15sRa fueron capaces de reconstituir completamente el nimero de células T en los 10 dias posteriores a la
administracion de ADN tanto en el bazo como en el pulmoén. La IL-15 estimulé principalmente la expansion de las
células T CD8 que alcanzaron niveles normales el dia 5 después de la inyeccion de ADN y se reforzaron sobre nivel
normal el dia 10 después de la inyeccion de ADN. La IL-15 no afect6 significativamente la recuperacion de células T
CD4 y B.
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Ademas, la s células T que recuperaron la presencia de niveles altos de IL-15/IL—a muestran un aumento de la
relacion células T efectoras (T ef)/T reguladoras (T reg) y aumentaron la capacidad para secretar IFN gamma y
mayor desgranulaciéon después de la estimulacion in vitro. La Figura 17 es un analisis de la relacion de T ef/T reg
después del tratamiento con CYP para la deplecion de linfocitos y durante la fase de recuperacion. La relacion de T
ef/T reg aumento significativamente el dia 10 después de la inyeccion de ADN de IL-15/15sRa.

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

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

a. La liberacion conjunta en las mismas células usando, preferentemente, los plasmidos de expresion que
expresan IL-15 y, esencialmente, el IL-15Ra de longitud completa, tales como las SEQ ID NO:13 y SEQ ID
NO:14.

2 La liberacion conjunta en las mismas células usando, preferentemente, los plasmidos de expresion que
expresan IL-15 e IL-15Ra soluble, tal como la SEQ ID NO:15.

3 La liberacion conjunta en las mismas células usando, preferentemente, los plasmidos de expresién optimizados
que expresan las fusiones de IL-15 e IL-15Ra a la regién constante de una molécula de inmunoglobulina (Fc),
tales como las SEQ ID NO: 16 y SEQ ID NO: 19. La construccién de las proteinas de fusion de Fc se conoce en
la materia. Tales construcciones se han utilizado en los experimentos in vivo en ratones para demostrar que la
IL-15 y los heterodimeros de fusion IL15Ra-Fc son activos in vivo.

La liberacion del heterodimero IL-15/IL-15Ra mediante el enfoque (1) anterior conduce a la expresién de IL-15/IL-
15Ra tanto unido a la membrana plasmatica como secretados. La liberacion mediante el enfoque (2) conduce al
heterodimero IL-15/IL-15Ra secretado exclusivamente. La liberacion mediante el enfoque (3) conduce a un
heterodimero 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 heterodimero IL-15/IL-15RaFc a las células vecinas, lo que da lugar a
la activacion.

Los tres tipos de vectores se han analizado en ratones y se ha demostrado que producen niveles sistémicamente
bioactivos de IL-15/IL-15Ra (véase la figura 18, que muestra la expresion de los tres tipos de complejos). Debido a
que la localizacion, trafico y estabilidad de los diferentes tipos de complejos varian, los efectos biolégicos sobre los
linfocitos también son variables. La Figura 18 muestra la expresion de diferentes formas heterodiméricas de IL-15/IL-
15Ra en ratones mediante la inyeccién hidrodinamica de vectores de ADN. Se inyectd a los ratones en la vena de la
cola (liberaciéon hidrodinamica) 0,1 ug de ADN que expresan las diferentes formas de IL-15/IL-15Ra. Los niveles
plasmaticos de IL-15 se midieron los dias 1 y 2,5 mediante ELISA R&D Quantiglo. La medicién de los niveles
plasmaticos de IL-15 producida por los diferentes vectores mostré que se habian alcanzado los niveles plasmaticos
mas altos mediante el vector de ADN que produce la fusién IL-15/IL-15RaFc. La estabilidad de las proteinas
producidas también fue diferente, mostrando IL-15/IL-15RaFc y IL-15/IL-15Ra de longitud completa que muestra la
mayor estabilidad. IL-15/sIL-15Ra no asociado a las células fue menos estable.

En la tabla 2 se muestran las proporciones de CD4/CD8 medidas en el bazo y el pulmon de ratones tratados con
diferentes formas heterodiméricas de IL-15/IL-15Ra, 2 %2 dias después de la inyeccion hidrodinamica de 0,1 ug de
vector de ADN (véase la Figura 17).

VECTOR Bazo Pulmén
IL-15/IL-15Ra (longitud completa) 1,36 0,8
IL-15/sIL-15Ra (soluble) 0,81 0,24
Fusion de IL-15/IL-15RaFc con Fc 0,63 0,52
Vector de ADN control 2 1,61

En estos experimentos, se descubrié 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 mas
beneficioso en condiciones especificas. Por ejemplo, la liberacion de combinaciones del complejo IL-15/sRa soluble
y el complejo de fusion IL-15/15RaFc proporciona la oportunidad de liberar IL-15 tanto soluble como unida a célula
(a través del receptor Fc) a diferentes niveles y proporciones.

Ademas de las diferentes proporciones de células CD4/CD8 (como se muestra en la Tabla 1), los diferentes
heterodimeros de IL-15 también mostraron diferencias en los efectos sobre otros marcadores de superficie de
linfocitos. La Figura 19 muestra que la expresion de IL-15/15RaFc indujo niveles altos de CD25 (receptor alfa de IL-
2) tanto en células T CD4 como T CD8, mientras que las otras formas de heterodimeros IL-15/IL-15Ra no afect6 a la
expresion de CD25 fuertemente.

La Figura 20 muestra que IL-15/IL-15RaFc incrementé los niveles de CD62L en la superficie de células T de bazo,
mientras que las otras formas de IL-15/IL-15Ra no afectd ni disminuy6 los niveles promedio de CD62L sobre las
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células T de bazo. Por el contrario, IL-15/IL-15RaFc fue menos eficaz en el aumento de CD44 en las células T de
bazo en comparacioén con IL-15/IL-15Ra de longitud completa o IL-15/IL-15sRa (Figura 21).

Ejemplo 5._Liberacion de proteinas

Como método alternativo para proporcionar IL-15, se puede usar la liberacién de la proteina purificada. Se ha
realizado purificacion de proteinas a partir de lineas celulares que sobreproducen complejos de IL-15/IL-15Ra.
Similar al ADN, se pueden usar diferentes formas del heterodimero solo o en combinaciones para la obtencion de
los efectos apropiados.

1 Liberacion de IL-15/IL-15Ra soluble (s) purificada, tales como las SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 12.
2 Liberacion de la proteina de IL-15/IL-15RaFc purificada (fusion con la regiéon constante de una molécula de
inmunoglobulina, tal como la SEQ ID NO: 17 y SEQ ID NO: 20).

La IL-15/slL-15Ra se purific6 mediante sobreproduccion de células 293 humanas y se liberé en ratones con
deplecion de linfocitos. Los resultados mostraron que este heterodimero es bioactivo y que estimuld la proliferacion
de los linfocitos transferidos de forma adoptiva (células T, células NK, pero no células B).

Procedimiento experimental (Figura 22): Se traté a los ratones con ciclofosfamida (Cyp) y dos dias mas tarde se les
administr6 3 pg de proteina IL-15/s15Ra purificada mediante HPLC por via intraperitoneal durante 6 dias. Los
esplenocitos se purificaron a partir de ratones BI/6 jovenes, se marcaron con CFSE y se inyectaron 10’ células por
via i.v. a los animales con deplecién linfocitaria. A la proliferacion de las células transferidas de forma adoptiva le
sigui6 dilucion de CFSE.

Por lo tanto, estos resultados indican que las diferentes formas del heterodimero IL-15/IL-15Ra tienen una
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 maximo beneficio. De acuerdo con
ello, las diferentes formas se pueden combinar en diferentes relaciones y esquemas de administracion. Las
diferentes formas se pueden administrar ya sea simultaneamente o secuencialmente.

Las fusiones IL-15Ra — Fc previamente empleadas se han utilizado con diversos grados de eficacia. Los estudios
ilustrados en la Figura 23 muestran que la fusion Fc utilizada tiene una semivida en plasma mayor en comparacion
con IL-15/s15Ra.

En los ejemplos de las secuencias, descritas en el presente documento, la fusion 205FC (SEQ ID NO:17) contiene el
sitio de procesamiento natural que genera s15Ra de la forma unida a la membrana, mientras que la fusion 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 escision entre la region
15Ra y la regidon constante del anticuerpo. Se pueden generar moléculas adicionales que tienen sitios de
procesamiento para la escision y se generan las formas de la citocina tanto asociadas con las células como solubles.
En la materia se conocen métodos adicionales para la union a las células, con excepcién de la region Fc y también
se pueden emplear.

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

EJEMPLOS DE SECUENCIAS

SEQID N°1
Secuencia de acido nucleico de IL-15 humana de tipo silvestre

ATGAGAATTTCGAAACCACATTTGAGAAGTATTTCCATCCAGTGCTACTTGTGTTTACTTCT
AAACAGTCATTTTCTAACTGAAGCTGGCATTCATGTCTTCATTTTGGGCTGTTTCAGTGCAG
GGCTTCCTAAAACAGAAGCCAACTGGGTGAATGTAATAAGTGATTTGAAAAAAATTGAAGAT
CTTATTCAATCTATGCATATTGATGCTACTTTATATACGGAAAGTGATGTTCACCCCAGTTG
CAAAGTAACAGCAATGAAGTGCTTTICTCTTGGAGTTACAAGTTATTTCACTTGAGTCTGGAG
ATGCAAGTATTCATGATACAGTAGAAAATCTGATCATCCTAGCAAACAACAGTTTGTCTTCT
AATGGGAATGTAACAGAATCTGGATGCAAAGAATGTGAGGAACTGGAGGAAAAAAATATTAA
AGAATTTTTGCAGAGTTTTGTACATATTGTCCAAATGTTCATCAACACTTCTTGA

SEQ ID N° 2
Secuencia de aminoacidos de IL-15 humana de tipo silvestre
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SEQID N° 3
5 Secuencia de acido nucleico de IL-15 humana mejorada (opc. 1)

ATGCGGATCTCGAAGCCGCACCTGCGGTCGATATCGATCCAGTGCTACCTGTGCCTGCTCCT
GAACTCGCACTTCCTCACGGAGGCCGGTATACACGTCTTCATCCIGGGCTGCTTCTCGGCGG
GGCTGCCGAAGACGGAGGCGAACTGGGTGAACGTGATCTCGGACCTGAAGAAGATCGAGGAC
CTCATCCAGTCGATGCACATCGACGCGACGCTGTACACGGAGTCGGACGTCCACCCGTCGTG
CAAGGTCACGGCGATGAAGTGCTTCCTCCTGGAGCTCCAAGTCATCTCGCTCGAGTCGGGGG
ACGCGTCGATCCACGACACGGTGGAGAACCTGATCATCCTGGCGAACAACTCGCTGTCGTCG
AACGGGAACGTCACGGAGTCGGGCTGCAAGGAGTGCGAGGAGCTGGAGGAGAAGAACATCAA
GGAGTTCCTGCAGTCGTTCGTGCACATCGTCCAGATGTTCATCAACACGTCGTGA

SEQID N° 4

10 Secuencia de acido nucleico de IL-15 humana mejorada (opc. 2)

ATGAGGATCAGCAAGCCCCACCTGAGGAGCATCAGCATCCAGTGCTACCTGTGCCTGCTGCT
GAACAGCCACTTCCTGACCGAGGCCGGTATACACGTGITCATCCTGGGCTGCTITTAGCGCCG
GACTGCCCAAGACCGAGGCCAATTGGGTGAACGTGATCAGCGACCTGAAGAAGATCGAGGAC
CTCATCCAGAGCATGCACATCGACGCCACCCTGTACACCGAGAGCGATGTGCACCCCAGCTG
TAAGGTGACCGCCATGAAGTGCTTTCTGCTGGAGCTGCAAGTGATCAGCCTGGAGAGCGGCG
ACGCCAGCATCCACGACACCGTGGAGAACCTGATCATCCTGGCCAACAACAGCCTGAGCAGC
AACGGCAATGTGACCGAGAGCGGCTGTAAGGAGTGTGAGGAGCTGGAGGAGAAGAACATCAA

15

GGAGTTTCTGCAGAGCTTCGTGCACATCGTGCAGATGTTCATCAACACCAGCTGA

SEQ ID NO:5

Receptor alfa de interleucina 15 de homo sapiens (IL15RA), variante 1 del transcrito, ARNm, n.° de acceso

en GenBank NM_002189

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
061
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561

cccagagcag
ggtgtcctgt
tcteececggeg
ccctececccece
cagggagcgg
ggagtgcgtg
cattagagac
aggggtgacc
tcccagcetca
gccttcaaaa
caccccctct
gccaggtgtg
cctgctgtgt
tcceceecgetg
cagcagcaga
agcccagcta
ggtgcaagga
tctcacggac
gggcaccacc
aaaggcttct
taatgaaata
agaaaagtga
gtctacaggg
cacatggaca
tgaaggattc
atttatactt
accttgtata

cgctcgccac
ggagctgccg
ctgctactgc
atgtccgtgg
tacatttgta
ttgaacaagg
cctgccctgg
ccacagccag
aacaacacag
tcaccttcca
cagacaacag
tatccacagg
gggctgagcg
gccagcgttg
gatgaagact
agtccggagt
agcgggctcce
tgccgggtceg
tgcctgcectyg
gagcaggatt
aaaaccctgc
catacccaaa
aagacaccag
gggacctggg
aggaagaaga
ccttgtctat
aacaaaataa

ctcceceececgyg
ccatggcccce
tgctgctgcet
aacacgcaga
actctggttt
ccacgaatgt
ttcaccaaag
agagcctctc
cggccacaac
caggaaccac
ccaagaactg
gccacagcga
ctgtgtctct
aaatggaagc
tggaaaactg
gaaggagcct
aggagcaagc
gcgcctectg
tcgtgecttg
tttatttcat
cccgaatcett
gctctctgtce
cgtttgggcet
aaaggtggga
aaactcaact
tatatctata
aacatctatt
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cctgggcagc
gcggcgggcg
ccggccgecg
catctgggtc
caagcgtaaa
cgcccactgg
gccagcgcecca
cccttctgga
agcagctatt
agagataagc
ggaactcaca
caccactgtg
cctggcatgce
catggaggct
ctctcaccac
ctctgcttta
tcaccaggcc
cgcgagggag
gacccagggc
tacagtgtga
ccgtcectcea
aattacaagg
tctaaccacc
gagatgctga
cagtgccatt
cattatatat
ttcaatattt

gctcgeecegyg
cgcggctgcec
gcgacgcggg
aagagctaca
gccggcacgt
acaaccccca
ccctccacag
aaagagcccg
gtcccggget
agtcatgagt
gcatccgcect
gctatctcca
tacctcaagt
ctgccggtga
ctatgaaact
gctaaagacg
tctcagaagt
caggttctcce
ccagcttccce
gctgcctgga
tecctaacttt
cttctcctgg
ctgtctccag
gcccagcgaa
ttacgaatat
tatttgtatt
ttaaaatgca

ggagtccagc
ggaccctcgg
gcatcacgtg
gcttgtactc
ccagcctgac
gtctcaaatg
taacgacggc
cagcttcatc
cccagctgat
cctceccacgg
cccaccagcc
cgtccactgt
caaggcaaac
cttgggggac
cggggaaacc
actgagaaga
cccagcagga
gcattcccat
aggagagacc
atacatgtgg
cagttcacag
cgtgggagac
ctgctctgca
tcctcetcecat
atgcgtttat
ttgacattgt
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SEQID NO:6

Precursor de la isoforma 1
GenBank NP_002180

1
61
121
181
241

SEQID NO:7

Receptor alfa de interleucina 15 de homo sapiens (IL15RA), variante 2 del transcrito, ARNm, n.° de acceso

maprrargcr
sgfkrkagts
slspsgkepa
knweltasas
meamealpvt

en GenBank NM_172200

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801

SEQID NO:8

Isoforma 2 del receptor alfa de la interleucina 15 [Homo sapiens] — n.°

1
61
121
181

SEQID NO:9

caggaattcg
agcaggtggc
tccgcaccge
cagggccgeg
gggcgaggtce
ctttgcccac
cacgacgagc
cccatgtcecg
cggtacattt
gtgttgaaca
gaccctgecce
accccacagc
tcaaacaaca
aaatcacctt
tctcagacaa
gtgtatccac
tgtgggctga
ctggccagcg
agagatgaag
ctaagtccgg
ggaagcgggce
gactgccggg
acctgcctgce
tctgagcagg
ataaaaaccc
tgacataccc
gggaagacac
acagggacct
ttcaggaaga
cttccttgtce
ataaacaaaa

msvehadiwv ksyslysfgr yvicnsgfkrk agtssltecv
palvhgrpap pstvttagvt
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del receptor alfa de la interleucina 15 [Homo sapiens] — n.° de acceso en

tlglpallll
sltecvlnka
asspssnnta

hgppgvypqy
wgtssrdedl

gcgaagtgge
gggggctgeg
ggcgacacct
gagggagacc
aagtggatcc
tctcttcgceca
gcggaggacc
tggaacacgc
gtaactctgg
aggccacgaa
tggttcacca
cagagagcct
cagcggccac
ccacaggaac
cagccaagaa
agggccacag
gcgctgtgtce
ttgaaatgga
acttggaaaa
agtgaaggag
tccaggagca
tcggegectce
ctgtcgtgcc
atttttattt
tgccecgaat
aaagctctct
cagcgtttgg
gggaaaggtg
agaaaactca
tattatatct
taaaacatct

spstgtteis shesshgtps
glsavsllac ylksrqgtppl

1llrppatrg itcpppmsve
tnvahwttps lkcirdpalv hqgrpappstv ttagvtpgpe
attaaivpgs glmpskspst
hsdttvaist stvllcglsa

encshhl

ggagctgggg
ctccgececegg
ccgcgggcac
aggaaagccg
gagccgcaga
gtggggacac
gggaggctcc
agacatctgg
tttcaagcgt
tgtcgcccac
aaggccagcg
ctccecttet
aacagcagct
cacagagata
ctgggaactc
cgacaccact
tctectggeca
agccatggag
ctgctctcac
cctctctget
agctcaccag
ctgcgcgagg
ttggacccag
cattacagtg
cttccgtcecee
gtcaattaca
gcttctaacc
ggagagatgc
actcagtgcc
atacattata
attttcaata

ccccagceggyg
gccagagcgce
tcacccaggc
aaggcggage
gagggctgga
cggaccgagt
cgggcttgeg
gtcaagagct
aaagccggca
tggacaaccc
ccaccctccea
ggaaaagagc
attgtccecgg
agcagtcatg
acagcatccg
gtggctatct
tgctacctca
gctctgcecgg
cacctatgaa
ttagctaaag
gcctctcaga
gagcaggttc
ggcccagctt
tgagctgcct
tcatcctaac
aggcttctcc
accctgtctc
tgagcccagce
attttacgaa
tattatttgt
tttttaaaat

papeslspsg kepaasspss

gttaknwelt
asvemeamea

asashqgppgv
lpvtwgtssr

hadiwvksys

gtteisshes
vsllacylks

lysreryicn

shgtpsatta
rqtpplasve

cgccgggggé_cgcgggagcc

accaggcagg
cggccgctca
agctggaggc
gagagtctgc
gcacactgga
tgggcatcac
acagcttgta
cgtccagcect
ccagtctcaa
cagtaacgac
ccgcagcttce
gctcccaget
agtcctccca
cctcccacca
ccacgtccac
agtcaaggca
tgacttgggg
actcggggaa
acgactgaga
agtcccagca
tccgcattcee
cccaggagag
ggaatacatg
tttcagttca
tggcgtggga
cagctgctct
gaatcctctc
tatatgcgtt
attttgacat
gca

lnkatnvahw
nntaattaai
ypgghsdttv
dedlencshh

tgccecgecgece
caaccgagcg
gaccagcgcece
tctccgatga
ggtcccagag
gtgccctcecc
ctccagggag
gacggagtgc
atgcattaga
ggcaggggtyg
atctcccagc
gatgccttca
cggcaccccce
gccgecaggt
tgtcctgcetg
aactccccceg
gaccagcagce
accagcccag
agaggtgcaa
ggatctcacg
catgggcacc
accaaaggct
tggtaatgaa
cagagaaaag
gacgtctaca
gcacacatgg
cattgaagga
tatatttata
tgtaccttgt

de acceso en GenBank NP_751950

ttpslkcird
vpgsqlmpsk
aiststvllc
1

Receptor alfa de la interleucina 15 (IL-15) humana mejorada, variante 1 del transcrito (OPC)
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atggcceccga
ctgctgctcc
cacgcagaca
tcgggtttca
acgaatgtcg
caccagcggc
agcctctcecce
gccacaactg
ggaaccacgg

ggcgggcgcyg
ggccgecgge
tctgggtcaa
agcggaagge
cccactggac
ccgecgecace
cgtcgggaaa
cagcgatcgt
agatcagcag
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aggctgccgg
gacgcgggge
gagctacagc
cggcacgtcc
gacccccteg
ctccaccgta
ggagcccgcece
cccgggcetcee
tcatgagtcc

accctcggtce
atcacgtgcce
ttgtactccc
agcctgacgg
ctcaagtgca
acgacggcgg
gcgtegtege
cagctgatgc
tcccacggcea

tccecggeget
cgccccccat
gggagcggta
agtgcgtgtt
tccgecgaccce
gggtgacccc
ccagctcgaa
cgtcgaagtc
ccccctecgea

gctactgctc
gtccgtggag
catctgcaac
gaacaaggcc
ggccctggtt
gcagccggag
caacacggcg
gccgtccacg
aacgacggcc

aagaactggg

cacagcg

gtgtcgctcce
atggaggcca
gagaactgct

SEQID NO:10

aca

aactcacggc
ccacggtggc
tggcgtgcta
tggaggctct
cgcaccacct

gtccgectcee
gatctccacg
cctcaagtcg
gccggtgacg
ataatga

caccagccgc
tccacggtcc
aggcagactc
tgggggacca

cgggggtgta
tgctgtgtgg
cccegetgge
gcagcaggga

tccgcaaggce
gctgagcgeg
cagcgttgag
tgaggacttg

Receptor alfa de la interleucina 15 (IL-15) humana mejorada, variante 1 del transcrito (OPC)

Met Ala Pro Arg Arg Ala Arg Gly Cys Arg Thr Leu Gly Leu Pro Ala

1

Leu

Cys

Tyr

Arg

65

Thr

Pro

Ala

Pro

Ala

145

Gly

Gln

Pro

Ser

Leu Leu

Pro

35

Pro
Ser Leu

50
Lys Ala

Asn Val

Ala Leu
vVal
115
Ala

Gly

Ala
130
Ile Val

Thr Thr

Thr Thr

Pro Gly
195

Thr Ser

210

Leu

20

Pro

Tyr

Gly

Ala

val

100

Thr

Ser

Pro

Glu

Ala

180

Val

Thr

5
Leu Leu

Met Ser

Ser Arg

Thr Ser
70
His

85

Trp

His Gln

Pro Gln

Ser Pro

Ser
150

Ser

Gly

Ile
165
Lys Asn

Tyr Pro

Val Leu

Leu

Val

Glu

.55

Ser

Thr

Arg

Pro

Ser

135

Gln

Ser

Trp

Gln

Leu

215

Arg

Glu

40

Arg

Leu

Thr

Pro

Glu

120

Ser

Leu

His

Glu

Gly

200
Cys

Pro

25
His
Tyr
Thr
Pro
Ala
105
Ser
Asn
Met
Glu
Leu
185
His

Gly

10

Pro

Ala

Ile

Glu

Ser

90

Pro

Leu

Asn

Pro

Ser

170

Thr

Ser

Leu

Ala

Asp

Cys

Cys

75

Leu

Pro

Ser

Thr

Ser

155

Ser

Ala

Asp

Ser

Thr

Ile

Asn

60

Val

Lys

Ser

Pro

Ala

140

Lys

His

Ser

Thr

Ala

220

Arg

Trp

45

Ser

Leu

Cys

Thr

Ser

125

Ala

Ser

Gly

Ala

Thr

205
Val

Gly

30

Val

Gly

Asn

Ile

Val

110

Gly

Thr

Pro

Thr

Ser

190

Val

Ser

15
Ile

Lys

Phe

Lys

Arg

95

Thr

Lys

Thr

Ser

Pro

175

His

Ala

Leu

Thr

Ser

Lys

Ala

80

Asp

Thr

Glu

Ala

Thr

160

Ser

Gln

Ile

Leu

Ala Cys Tyr Leu Lys

225

Met Glu Ala Met Glu
245
Asp Glu Asp Leu Glu

260

Ser Gln Thr Pro

230
Ala

Arg

Thr
250

Leu Pro Val

His His

265

Asn Cys Ser

24

Pro Leu Ala

235
Trp

Gly Thr

Leu

Ser Val Glu

240

Ser Ser Arg
255

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
807
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SEQID NO:11
Receptor alfa soluble de la interleucina 15 (IL-15) humana mejorada (IL-15sRa) (OPC)

atggccccga
ctgctgctce
cacgcagaca
tcgggtttca
acgaatgtcg
caccagcggc
agcctctccc
gccacaactg
ggaaccacgg
aagaactggg

ggcgggcgceg
ggccgcecgge
tctgggtcaa
agcggaaggc
cccactggac
ccgcgecace
cgtcgggaaa
cagcgatcgt
agatcagcag
aactcacggc

aggctgccgg
gacgcgggge
gagctacagc
cggcacgtcc
gacccectceg
ctccaccgta
ggagccegcece
cccgggctce
tcatgagtcc
gtccgectcece

accctcggtc
atcacgtgcc
ttgtactcce
agcctgacgg
ctcaagtgca
acgacggcegyg
gcgtegtege
cagctgatgce
tcececacggcea
caccagccgce

tcceggeget
cgccceeccat
gggagcggta
agtgcgtgtt
tccgcgaccce
gggtgacccc
ccagctcgaa
cgtcgaagtce
cccectegea
cgggggtgta

gctactgctc
gtccgtggag
catctgcaac
gaacaaggcc
ggcecctggtt
gcagccggag
caacacggcg
gcegtecacyg
aacgacggcc
tccgcaaggce

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600

cacagcgaca ccacgtaatg a 621

SEQID NO:12
Receptor alfa soluble de la interleucina 15 (IL-15) humana mejorada (IL-15sRa) (OPC)
Met Ala Pro Arg Arg Ala Arg Gly Cys Arg Thr Leu Gly Leu Pro Ala
1 5 10 15
Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Arg Pro Pro Ala Thr Arg Gly Ile Thr
20 25 30
Ile Trp Val Lys

Pro Pro Pro Met Ser Val Ser

35 40 45

Cys Glu His Ala Asp
Tyr Ser Leu Tyr Ser Arg Glu Arg Tyr
50 55 60

Arg Lys Ala Gly Thr Ser Ser Leu Thr Glu Cys Val Leu Asn Lys Ala

65 70 75 80

Thr Asn Val Ala His Trp Thr Thr Pro
85 90 95

Pro Ala Leu Val His Gln Arg Pro Ala Pro Pro Ser Thr Val Thr Thr

100 105 110
Ala Gly Val Thr Pro Gln Pro Glu Ser Leu Ser Pro Ser Gly Lys Glu
115 120 125

Pro Ala Ala Ser Ser Pro Ser Ser Asn Asn Thr Ala Ala Thr Thr Ala

130 135 140

Ala Ile Val Pro Gly Ser Gln Leu Met Pro Ser Lys
145 150 155

Ile Cys Asn Ser Gly Phe Lys

Ser Leu Lys Cys Ile Arg Asp

Ser Pro Ser Thr

160

Gly Thr Thr Glu Ile Ser His Glu Ser Ser His Gly Thr Pro Ser
165 170 175
Gln Thr Thr Ala Lys Asn Trp Glu Leu Thr Ala Ser Ala Ser His Gln
180 185 190
Pro Gly Val Tyr Pro Gln Gly His

195 200

Ser

Pro Ser Asp Thr Thr

205

SEQ ID NO:13
Plasmido de expresion doble humano IL15Ra+IL15
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CCTGGCCATTGCATACGTTGTATCCATATCATAATATGTACATTTATATTGGCTCATGTCCA
ACATTACCGCCATGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTC
ATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTG
GCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACG
CCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGC
AGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGC
CCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTAC
GTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATA
GCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTIGTTTT
GGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATG
GGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGAT
CGCCTGGAGACGCCATCCACGCTGTTTTGACCTCCATAGAAGACACCGGGACCGATCCAGCC
TCCGCGGGCGCGCGTCGAGGAATTCGCTAGCAAGAAATGGCCCCGAGGCGGGCGCGAGGCTG
CCGGACCCTCGGTCTCCCGGCGCTGCTACTGCTCCTGCTGCTCCGGCCGCCGGCGACGCGGG
GCATCACGTGCCCGCCCCCCATGTCCGTGGAGCACGCAGACATCTGGGTCAAGAGCTACAGC
TTGTACTCCCGGGAGCGGTACATCTGCAACTCGGGTTTCAAGCGGAAGGCCGGCACGTCCAG
CCTGACGGAGTGCGTGTTGAACAAGGCCACGAATGTCGCCCACTGGACGACCCCCTCGCTCA
AGTGCATCCGCGACCCGGCCCTGGTTCACCAGCGGCCCGCGCCACCCTCCACCGTAACGACG
GCGGGGGTGACCCCGCAGCCGGAGAGCCTCTCCCCGTCGGGAARAGGAGCCCGCCGCGTCGTC
GCCCAGCTCGAACAACACGGCGGCCACAACTGCAGCGATCGTCCCGGGCTCCCAGCTGATGC
CGTCGAAGTCGCCGTCCACGGGAACCACGGAGATCAGCAGTCATGAGTCCTCCCACGGCACC
CCCTCGCAAACGACGGCCAAGAACTGGGAACTCACGGCGTCCGCCTCCCACCAGCCGCCGGG
GGTGTATCCGCAAGGCCACAGCGACACCACGGTGGCGATCTCCACGTCCACGGTCCTGCTGT
GTGGGCTGAGCGCGGTGTCGCTCCTGGCGTGCTACCTCAAGTCGAGGCAGACTCCCCCGCTG
GCCAGCGTTGAGATGGAGGCCATGGAGGCTCTGCCGGTGACGTGGGGGACCAGCAGCAGGGA
TGAGGACTTGGAGAACTGCTCGCACCACCTATAATGAGAATTCACGCGTGGATCTGATATCG
GATCTGCTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTG
ACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTG
TCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATT
GGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGGTACCCAGGTGCTGAAG
AATTGACCCGGTTCCTCCTGGGCCAGAAAGAAGCAGGCACATCCCCTTCTCTGTGACACACC
CTGTCCACGCCCCTGGTTCTTAGTTCCAGCCCCACTCATAGGACACTCATAGCTCAGGAGGG
CTCCGCCTTCAATCCCACCCGCTAAAGTACTTGGAGCGGTCTCTCCCTCCCTCATCAGCCCA
CCAAACCAAACCTAGCCTCCAAGAGTGGGAAGAAATTAAAGCAAGATAGGCTATTAAGTGCA
GAGGGAGAGAAAATGCCTCCAACATGTGAGGAAGTAATGAGAGAAATCATAGAATTTCTTCC
GCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCA
CTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAG
CAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGG
CTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGAC
AGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGA
CCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCAA
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TGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCA
CGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACC
CGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGG
TATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGAC
AGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTT
GATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTITTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACG
CGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTITGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCICAGTG
GAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGA
TCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCT
GACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATC
CATAGTTGCCTGACTCGGGGGGGGGGGGCGCTGAGGTCTGCCTCGTGAAGAAGGTGTTGCTG
ACTCATACCAGGCCTGAATCGCCCCATCATCCAGCCAGAAAGTGAGGGAGCCACGGTTGATG
AGAGCTTTGTTGTAGGTGGACCAGTTGGTGATTTTGAACTTTTGCTTTGCCACGGAACGGTC
TGCGTTGTCGGGAAGATGCGTGATCTGATCCTITCAACTCAGCAAAAGTTCGATTTATTCAAC
AAAGCCGCCGTCCCGTCAAGTCAGCGTAATGCTCTGCCAGTGTTACAACCAATTAACCAATT
CTGATTAGAAAAACTCATCGAGCATCAAATGAAACTGCAATTTATTCATATCAGGATTATCA
ATACCATATTTTTGAAAAAGCCGTTTCTGTAATGAAGGAGAARAACTCACCGAGGCAGTTCCA
TAGGATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTCGTCCAACATCAATACAACCTA
TTAATTTCCCCTCGTCAAAAATAAGGTTATCAAGTGAGAAATCACCATGAGTGACGACTGAA
TCCGGTGAGAATGGCAAAAGCTTATGCATTTCTTTCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCATT
ACGCTCGTCATCAAAATCACTCGCATCAACCAAACCGTTATTCATTCGTGATTGCGCCTGAG
CGAGACGAAATACGCGATCGCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGAATGCAACCGG
CGCAGGAACACTGCCAGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATAC
CTGGAATGCTGTITTTCCCGGGGATCGCAGTGGTGAGTAACCATGCATCATCAGGAGTACGGA
TAAAATGCTTGATGGTCGGAAGAGGCATAAATTCCGTCAGCCAGTTTAGTCTGACCATCTCA
TCTGTAACATCATTGGCAACGCTACCTTTGCCATGTTTCAGAAACAACTCTGGCGCATCGGG
CITCCCATACAATCGATAGATIGTCGCACCTIGATTGCCCGACATTATCGCGAGCCCATTTAT
ACCCATATAAATCAGCATCCATGTTGGAATTTAATCGCGGCCTCGAGCAAGACGTTTCCCGT
TGAATATGGCTCATAACACCCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCA
TGATGATATATTTTTATCTTGTGCAATGTAACATCAGAGATTTTGAGACACAACGTGGATCA
TCCAGACATGATAAGATACATTGATGAGTTTGGACAAACCACAACTAGAATGCAGTGAAARA
AATGCTTTATTTGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTTTATTTGTAACCATTATAAGCTGCAAT
AAACAAGTTAACAACAACAATTGCATTCATTTTATGTTTCAGGTTCAGGGGGAGGTGTGGGA
GGTTTTTTAAAGCAAGTAAAACCTCTACAAATGTGGTATGGCTGATTATGATCGTCGAGGAT
CTGGATCCGTTAACCGATATCCGCGAATTCGGCGCGCCGGGCCCTCACGACGTGTTGATGAA
CATCTGGACGATGTGCACGAACGACTGCAGGAACTCCTTGATGTTCTTCTCCTCCAGCTCCT
CGCACTCCTTGCAGCCCGACTCCGTGACGTTCCCGTITCGACGACAGCGAGTTGTTCGCCAGG
ATGATCAGGTTCTCCACCGTGTCGTGGATCGACGCGTCCCCCGACTCGAGCGAGATGACTTG
GAGCTCCAGGAGGAAGCACTTCATCGCCGTGACCTTGCACGACGGGTGGACGTCCGACTCCG
TGTACAGCGTCGCGTCGATGTGCATCGACTGGATGAGGTCCTCGATCTTCTTCAGGTCCGAG
ATCACGTTCACCCAGTTCGCCTCCGTCTTCGGCAGCCCCGCCGAGAAGCAGCCCAGGATGAA
GACGTGTATACCGGCCTCCGTGAGGAAGTGCGAGTTCAGGAGCAGGCACAGGTAGCACTGGA
TCGATATCGACCGCAGGTGCGGCTTCGAGATCCGCATTTCTTGTCGACACTCGACAGATCCA
AACGCTCCTCCGACGTCCCCAGGCAGAATGGCGGTTCCCTAAACGAGCATTGCTTATATAGA
CCTCCCATTAGGCACGCCTACCGCCCATTTACGTCAATGGAACGCCCATTTGCGTCATTGCC
CCTCCCCATTGACGTCAATGGGGATGTACTTGGCAGCCATCGCGGGCCATTTACCGCCATTG
ACGTCAATGGGAGTACTGCCAATGTACCCTGGCGTACTTCCAATAGTAATGTACTTGCCAAG
TTACTATTAATAGATATTGATGTACTGCCAAGTGGGCCATTTACCGTCATTGACGTCAATAG
GGGGCGTGAGAACGGATATGAATGGGCAATGAGCCATCCCATTGACGTCAATGGTGGGTGGT
CCTATTGACGTCAATGGGCATTGAGCCAGGCGGGCCATTTACCGTAATTGACGTCAATGGGG
GAGGCGCCATATACGTCAATAGGACCGCCCATATGACGTCAATAGGAAAGACCATGAGGCCC
TTTCGTCTCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGAC

GGTCACAGCTTGTICTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGG
GTGTTGGCGGGTGTCGGGGCTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTG
CACCATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGATTGGC
TATTGG

5 SEQ ID NO:14
Plasmido de expresion doble humano IL15Ra+IL15tPA6
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CCTGGCCATTGCATACGTTGTATCCATATCATAATATGTACATTTATATTGGCTCATGTCCA
ACATTACCGCCATGTTGACATTGATTATTGACTAGITATTAATAGTAATCAATTACGGGGTC
ATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTG
GCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACG
CCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGC
AGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGC
CCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTAC
GTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATA
GCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTT
GGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATG
GGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGAT
CGCCTGGAGACGCCATCCACGCTGTTTTGACCTCCATAGAAGACACCGGGACCGATCCAGCC
TCCGCGGGCGCGCGTCGAGGAATTCGCTAGCAAGAAATGGCCCCGAGGCGGGCGCGAGGCTG
CCGGACCCTCGGTCTCCCGGCGCTGCTACTGCTCCTGCTGCTCCGGCCGCCGGCGACGCGGEG
GCATCACGTGCCCGCCCCCCATGTCCGTGGAGCACGCAGACATCTGGGTCAAGAGCTACAGC
TTGTACTCCCGGGAGCGGTACATCTGCAACTCGGGTTTCAAGCGGAAGGCCGGCACGTCCAG
CCTGACGGAGTGCGTGTTGAACAAGGCCACGAATGTCGCCCACTGGACGACCCCCTCGCTCA
AGTGCATCCGCGACCCGGCCCTGGTTCACCAGCGGCCCGCGCCACCCTCCACCGTAACGACG
GCGGGGGTGACCCCGCAGCCGGAGAGCCTCTCCCCGTCGGGARAAGGAGCCCGCCGCGTCGTC
GCCCAGCTCGAACAACACGGCGGCCACAACTGCAGCGATCGTCCCGGGCTCCCAGCTGATGC
CGTCGAAGTCGCCGTCCACGGGAACCACGGAGATCAGCAGTCATGAGTCCTCCCACGGCACC
CCCTCGCAAACGACGGCCAAGAACTGGGAACTCACGGCGTCCGCCTCCCACCAGCCGCCGGG
GGTGTATCCGCAAGGCCACAGCGACACCACGGTGGCGATCTCCACGTCCACGGTCCTGCTGT
GTGGGCTGAGCGCGGTGTCGCTCCTGGCGTGCTACCTCAAGTCGAGGCAGACTCCCCCGCTG
GCCAGCGTTGAGATGGAGGCCATGGAGGCTCTGCCGGTGACGTGGGGGACCAGCAGCAGGGA
TGAGGACTTGGAGAACTGCTCGCACCACCTATAATGAGAATTCACGCGTGGATCTGATATCG
GATCTGCTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTITTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTG
ACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTG
TCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATT
GGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGGTACCCAGGTGCTGAAG
AATTGACCCGGTTCCTCCTGGGCCAGAAAGAAGCAGGCACATCCCCTTCTCTGTGACACACC
CTGTCCACGCCCCTGGTTCTTAGTTCCAGCCCCACTCATAGGACACTCATAGCTCAGGAGGG
CTCCGCCTTCAATCCCACCCGCTAAAGTACTTGGAGCGGTCTCTCCCTCCCTCATCAGCCCA
CCAAACCAAACCTAGCCTCCAAGAGTGGGAAGAAATTAAAGCAAGATAGGCTATTAAGTGCA
GAGGGAGAGAAAATGCCTCCAACATGTGAGGAAGTAATGAGAGAAATCATAGAATTTCTTCC
GCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCA
CTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAG
CAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGG
CTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGAC
AGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGA
CCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCAA
TGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCA
CGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACC
CGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGG
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TATGTAGGCGGTGCTACAGAGTITCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGAC
AGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTT
GATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTITGTTTGCAAGCAGCAGATTACG
CGCAGARAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTITGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTG
GAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGA
TCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCT
GACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTICTATTTCGTTCATC
CATAGTTGCCTGACTCGGGGGGGGGEGGGCGCTGAGGTCTGCCTCGTGAAGAAGGTGTTGCTG
ACTCATACCAGGCCTGAATCGCCCCATCATCCAGCCAGAAAGTGAGGGAGCCACGGTTGATG
AGAGCTTTGTTGTAGGTGGACCAGTTGGTGATTTIGAACTTTTGCTTTGCCACGGAACGGTC
TGCGTTGTCGGGAAGATGCGTGATCTGATCCTTCAACTCAGCAAAAGTTCGATTTATTCAAC
AAAGCCGCCGTCCCGTCAAGTCAGCGTAATGCTCTGCCAGTGTTACAACCAATTAACCAATT
CTGATTAGAAAAACTCATCGAGCATCAAATGAAACTGCAATTTATTCATATCAGGATTATCA
ATACCATATTTTTGAAAAAGCCGTTTCTGTAATGAAGGAGAAAACTCACCGAGGCAGTTCCA
TAGGATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTCGTCCAACATCAATACAACCTA
TTAATTTCCCCTCGTCAAAAATAAGGTTATCAAGTGAGAAATCACCATGAGTGACGACTGAA
TCCGGTGAGAATGGCAAAAGCTTATGCATTTCTTTCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCATT
ACGCTCGTCATCAARATCACTCGCATCAACCAAACCGTTATTCATTCGTGATTGCGCCTGAG
CGAGACGAAATACGCGATCGCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGAATGCAACCGG
CGCAGGAACACTGCCAGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATAC
CTGGAATGCTGTTTTCCCGGGGATCGCAGTGGTGAGTAACCATGCATCATCAGGAGTACGGA
TAAAATGCTTGATGGTCGGAAGAGGCATAAATTCCGTCAGCCAGTTTAGTCTGACCATCTCA
TCTGTAACATCATTGGCAACGCTACCTTTGCCATGTTTCAGAAACAACTCTGGCGCATCGGG
CTTCCCATACAATCGATAGATTGTCGCACCTGATTGCCCGACATTATCGCGAGCCCATTTAT
ACCCATATAAATCAGCATCCATGTTGGAATTTAATCGCGGCCTCGAGCAAGACGTTTCCCGT
TGAATATGGCTCATAACACCCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCA
TGATGATATATTTTTATCTTGTGCAATGTAACATCAGAGATTTTGAGACACAACGTGGATCA
TCCAGACATGATAAGATACATTGATGAGTTTGGACAAACCACAACTAGAATGCAGTGAAAAA
AATGCTTTATTTGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTTTATTTGTAACCATTATAAGCTGCAAT
AAACAAGTTAACAACAACAATTGCATTCATTTTATGTTTCAGGTTCAGGGGGAGGTGTGGGA
GGTTTTTTAAAGCAAGTAARAACCTCTACAAATGTGGTATGGCTGATTATGATCGTCGAGGAT
CIGGATCTGGATCCGITAACCGATATCCGCGAATTCGGCGCGCCGGGCCCTCACGACGTGTT
GATGAACATCTGGACGATGTGCACGAACGACTGCAGGAACTCCTTGATGTTCTTCTCCTCCA
GCTCCTCGCACTCCTTGCAGCCCGACTCCGTGACGTTCCCGTTCGACGACAGCGAGTTGTTC
GCCAGGATGATCAGGTTCTCCACCGTGTCGTGGATCGACGCGTCCCCCGACTCGAGCGAGAT
GACTTGGAGCTCCAGGAGGAAGCACTTCATCGCCGTGACCTTGCACGACGGGTGGACGTCCG
ACTCCGTGTACAGCGTCGCGTCGATGTGCATCGACTGGATGAGGTCCTCGATCTTCTTCAGG
TCCGAGATCACGTTCACCCAGTTTCTGGCTCCTCTTCTGAATCGGGCATGGATTTCCTGGCT
GGGCGAAACGAAGACTGCTCCACACAGCAGCAGCACACAGCAGAGCCCTCTCTTCATTGCAT
CCATTTCTTGTCGACAGATCCAAACGCTCCTCCGACGTCCCCAGGCAGAATGGCGGTTCCCT
AAACGAGCATTGCTTATATAGACCTCCCATTAGGCACGCCTACCGCCCATTTACGICAATGG
AACGCCCATTTGCGTCATTGCCCCTCCCCATTGACGTCAATGGGGATGTACTTGGCAGCCAT
CGCGGGCCATTTACCGCCATTGACGTCAATGGGAGTACTGCCAATGTACCCTGGCGTACTTC
CAATAGTAATGTACTTGCCAAGTTACTATTAATAGATATTGATGTACTGCCAAGTGGGCCAT
TTACCGTCATTGACGTCAATAGGGGGCGTGAGAACGGATATGAATGGGCAATGAGCCATCCC
ATTGACGTCAATGGTGGGTGGTCCTATTGACGTCAATGGGCATTGAGCCAGGCGGGCCATTT
ACCGTAATTGACGTCAATGGGGGAGGCGCCATATACGTCAATAGGACCGCCCATATGACGTC
AATAGGAAAGACCATGAGGCCCTTTCGTCTCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAARAACCTCT
GACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAA
GCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCTGGCTTAACTATGCGGCATC
AGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGA
GAAAATACCGCATCAGATTGGCTATTGG

SEQID NO:15
Plasmido de expresion doble IL15sRa(soluble)+IL15tPA6
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CCTGGCCATTGCATACGTTGTATCCATATCATAATATGTACATTTATATTIGGCTCATGTCCA
ACATTACCGCCATGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTC
ATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTG
GCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACG
CCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTIGGC
AGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGC
CCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTAC
GTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATA
GCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTT
GGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATG
GGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGAT
CGCCTGGAGACGCCATCCACGCTGTTTTGACCTCCATAGAAGACACCGGGACCGATCCAGCC
TCCGCGGGCGCGCGTCGAGGAATTCGCTAGCAAGAAATGGCCCCGAGGCGGGCGCGAGGCTG
CCGGACCCTCGGTCTCCCGGCGCTGCTACTGCTCCTGCTGCTCCGGCCGCCGGCGACGCGGG
GCATCACGTGCCCGCCCCCCATGTCCGTGGAGCACGCAGACATCTGGGTCAAGAGCTACAGC
TTGTACTCCCGGGAGCGGTACATCTGCAACTCGGGTTTCAAGCGGAAGGCCGGCACGTCCAG
CCTGACGGAGTGCGTGTTGAACAAGGCCACGAATGTCGCCCACTGGACGACCCCCTCGCTCA
AGTGCATCCGCGACCCGGCCCTGGTTCACCAGCGGCCCGCGCCACCCTCCACCGTAACGACG
GCGGGGGTGACCCCGCAGCCGGAGAGCCTCTCCCCGTCGGGAAAGGAGCCCGCCGCGTCGTC
GCCCAGCTCGAACAACACGGCGGCCACAACTGCAGCGATCGTCCCGGGCTCCCAGCTGATGC
CGTCGAAGTCGCCGTCCACGGGAACCACGGAGATCAGCAGTCATGAGTCCTCCCACGGCACC
CCCTCGCAAACGACGGCCAAGAACTGGGAACTCACGGCGTCCGCCTCCCACCAGCCGCCGGG
GGTGTATCCGCAAGGCCACAGCGACACCACGTAATGAGAATTCGCGGATATCGGTTAACGGA
TCCAGATCTGCTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTC
CTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGC
ATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAG
GATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGGTACCCAGGTGCT
GAAGAATTGACCCGGTTCCTCCTGGGCCAGAAAGAAGCAGGCACATCCCCTTCTCTGTGACA
CACCCTGTCCACGCCCCTGGTTCITAGTTCCAGCCCCACTCATAGGACACTCATAGCTCAGG
AGGGCTCCGCCTTCAATCCCACCCGCTAAAGTACTTGGAGCGGTCTCTCCCTCCCTCATCAG
CCCACCAAACCAAACCTAGCCTCCAAGAGTGGGAAGAAATTAAAGCAAGATAGGCTATTAAG
TGCAGAGGGAGAGAAAATGCCTCCAACATGTGAGGAAGTAATGAGAGAAATCATAGAATTTC
TTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAG
CTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATG
TGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCA
TAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACC
CGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTT
CCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTITTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTC
TCAATGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTG
TGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCC
AACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGC
GAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAA
GGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGC
TCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGAT
TACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTITTCTACGGGGTCTGACGCTC
AGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACC
TAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTG
GTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTICGTT
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CATCCATAGTTGCCTGACTCGGGGGGGGGGGGCGCTGAGGTCTGCCTCGTGAAGAAGGTGTT
GCTGACTCATACCAGGCCTGAATCGCCCCATCATCCAGCCAGAAAGTGAGGGAGCCACGGTT
GATGAGAGCTTTGTTGTAGGTGGACCAGTIGGTGATTTTGAACTTTTGCTTTGCCACGGAAC
GGTCTGCGTTGTCGGGAAGATGCGTGATCTGATCCTTCAACTCAGCAAAAGTTCGATTTATT
CAACAAAGCCGCCGTCCCGTCAAGTCAGCGTAATGCTCTGCCAGTGTTACAACCAATTAACC
AATTCTGATTAGAAAAACTCATCGAGCATCAAATGAAACTGCAATTTATTCATATCAGGATT
ATCAATACCATATTTTTGAAAARAGCCGTTTCTGTAATGAAGGAGAAAACTCACCGAGGCAGT
TCCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTCGTCCAACATCAATACAA
CCTATTAATTTCCCCTCGTCAAAAATAAGGTTATCAAGTGAGAAATCACCATGAGTGACGAC
TGAATCCGGTGAGAATGGCAAAAGCTTATGCATTTCTTTCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGC
CATTACGCTCGTCATCAAAATCACTCGCATCAACCAAACCGTTATTCATTCGTGATTGCGCC
TGAGCGAGACGAAATACGCGATCGCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGAATGCAA
CCGGCGCAGGAACACTGCCAGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTA
ATACCTGGAATGCTGTTTTCCCGGGGATCGCAGTGGTGAGTAACCATGCATCATCAGGAGTA
CGGATAAAATGCTTGATGGTCGGAAGAGGCATAAATTCCGTCAGCCAGTTTAGTCTGACCAT
CTCATCTGTAACATCATTGGCAACGCTACCTTTGCCATGTTTCAGAAACAACTCTGGCGCAT
CGGGCTTCCCATACAATCGATAGATTGTCGCACCTGATTGCCCGACATTATCGCGAGCCCAT
TTATACCCATATAAATCAGCATCCATGTTGGAATTTAATCGCGGCCTCGAGCAAGACGTTTC
CCGTTGAATATGGCTCATAACACCCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAGTTTTATTG
TTCATGATGATATATTTTTATCTTGTGCAATGTAACATCAGAGATTTTGAGACACAACGTGG
ATCATCCAGACATGATAAGATACATTGATGAGTTTGGACAAACCACAACTAGAATGCAGTGA
AAAAAATGCTTTATTTGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTTTATTTGTAACCATTATAAGCTG
CAATAAACAAGTTAACAACAACAATTGCATTCATTTTATGTTTCAGGTTCAGGGGGAGGTGT
GGGAGGTTTTTTAAAGCAAGTAAAACCTCTACAAATGTGGTATGGCTGATTATGATCGTCGA
GGATCTGGATCTGGATCCGTTAACCGATATCCGCGAATTCGGCGCGCCGGGCCCTCACGACG
TGTTGATGAACATCTGGACGATGTGCACGAACGACTGCAGGAACTCCTTGATGTTCTTCTCC
TCCAGCTCCTCGCACTCCTTGCAGCCCGACTCCGTGACGTTCCCGTTCGACGACAGCGAGTT
GTTCGCCAGGATGATCAGGTTCTCCACCGTGTCGTGGATCGACGCGTCCCCCGACTCGAGCG
AGATGACTTGGAGCTCCAGGAGGAAGCACTTCATCGCCGTGACCTTGCACGACGGGTGGACG
TCCGACTCCGTGTACAGCGTCGCGTCGATGTGCATCGACTGGATGAGGTCCTCGATCTTCTT
CAGGTCCGAGATCACGTTCACCCAGTTTCTGGCTCCTCTTCTGAATCGGGCATGGATTTCCT
GGCTGGGCGAAACGAAGACTGCTCCACACAGCAGCAGCACACAGCAGAGCCCTCTCTTCATT
GCATCCATTTCTTGTCGACAGATCCAAACGCTCCTCCGACGTCCCCAGGCAGAATGGCGGTT
CCCTAAACGAGCATTGCTTATATAGACCTCCCATTAGGCACGCCTACCGCCCATTTACGTCA
ATGGAACGCCCATTTGCGTCATTGCCCCTCCCCATTGACGTCAATGGGGATGTACTTGGCAG
CCATCGCGGGCCATTTACCGCCATTGACGTCAATGGGAGTACTGCCAATGTACCCTGGCGTA
CTTCCAATAGTAATGTACTTGCCAAGTTACTATTAATAGATATTGATGTACTGCCAAGTGGG
CCATTTACCGTCATTGACGTCAATAGGGGGCGTGAGAACGGATATGAATGGGCAATGAGCCA
TCCCATTGACGTCAATGGTGGGTGGTCCTATTGACGTCAATGGGCATTGAGCCAGGCGGGCC
ATTTACCGTAATTGACGTCAATGGGGGAGGCGCCATATACGTCAATAGGACCGCCCATATGA
CGTCAATAGGAAAGACCATGAGGCCCTTTCGTCTCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAAC
CTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAG
ACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCTGGCTTAACTATGCGG
CATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTA
AGGAGAAAATACCGCATCAGATTGGCTATTGG

SEQ ID NO:16-

DPhulL15sRa205FC+huGMIL15 La region en letra mayuscula en negrita es la region de codificacion para
la fusién receptor alfa de IL-15 205FC
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cctggccattgcatacgttgtatccatatcataatatgtacatttatattggctcatgtcca
acattaccgccatgttgacattgattattgactagttattaatagtaatcaattacggggtc
attagttcatagcccatatatggagttccgegttacataacttacggtaaatggccecgectg
gctgaccgcccaacgacccccgeccattgacgtcaataatgacgtatgtteccatagtaacyg
ccaatagggactttccattgacgtcaatgggtggagtatttacggtaaactgcccacttgge
agtacatcaagtgtatcatatgccaagtacgccccctattgacgtcaatgatggtaaatggce
ccgcctggecattatgcccagtacatgaccttatgggactttectacttggcagtacatctac
gtattagtcatcgctattaccatggtgatgcggttttggcagtacatcaatgggcgtggata
gcggtttgactcacggggatttccaagtctccacceccattgacgtcaatgggagtttgtttt
ggcaccaaaatcaacgggactttccaaaatgtcgtaacaactccgeccccattgacgcaaatg
ggcggtaggcgtgtacggtgggaggtctatataagcagagctcgtttagtgaaccgtcagat
cgcctggagacgccatccacgetgttttgaccteccatagaagacaccgggaccgatccagec
tccgegggegecgegtcgacgctagcaagaaATGGCCCCGAGGCGGGCGCGAGGCTGCCGGAC
CCTCGGTCTCCCGGCGCTGCTACTGCTCCTGCTGCTCCGGCCGCCGGCGACGCGGGGCATCA
CGTGCCCGCCCCCCATGTCCGTGGAGCACGCAGACATCTGGGTCAAGAGCTACAGCTTGTAC
TCCCGGGAGCGGTACATCTGCAACTCGGGTTTCAAGCGGAAGGCCGGCACGTCCAGCCTGAC
GGAGTGCGTGTTGAACAAGGCCACGAATGTCGCCCACTGGACGACCCCCTCGCTCAAGTGCA
TCCGCGACCCGGCCCTGGTTCACCAGCGGCCCGCGCCACCCTCCACCGTAACGACGGCGGGG
GTGACCCCGCAGCCGGAGAGCCTCTCCCCGTCGGGAAAGGAGCCCGCCGCGTCGTCGCCCAG
CTCGAACAACACGGCGGCCACAACTGCAGCGATCGTCCCGGGCTCCCAGCTGATGCCGTCGA
AGTCGCCGTCCACGGGAACCACGGAGATCAGCAGTCATGAGTCCTCCCACGGCACCCCCTCG
CAAACGACGGCCAAGAACTGGGAACTCACGGCGTCCGCCTCCCACCAGCCGCCGGGGGTGTA
TCCGCAAGGCCACAGCGACACCACGCCGAAGTCCTGCGACAAGACGCACACGTGCCCTCCCT
GCCCGGCGCCCGAGCTGCTGGGAGGTCCGAGCGTGTTCCTCTTCCCGCCCAAGCCGAAGGAC
ACGCTCATGATCTCGCGGACTCCCGAGGTCACCTGCGTCGTGGTAGACGTCAGCCACGAGGA
CCCGGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTTGACGGCGTAGAGGTGCACAACGCGAAGACGAAGC
CGCGGGAGGAGCAGTACAACTCGACGTACCGAGTCGTGTCGGTCCTGACCGTCCTGCACCAG
GACTGGCTCAACGGGAAGGAGTACAAGTGCAAGGTGTCGAACAAGGCGCTCCCTGCCCCGAT
CGAGAAGACGATCTCGAAGGCGAAGGGCCAGCCCAGGGAGCCCCAGGTCTACACGCTCCCGC
CATCGCGGGACGAGCTGACGAAGAACCAGGTTTCCCTGACGTGCCTCGTCAAGGGCTTCTAC
CCATCGGACATCGCGGTGGAGTGGGAGAGCAACGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCAC
GCCTCCGGTGCTCGACTCGGACGGGTCGTTCTTCCTCTACTCGAAGCTGACCGTCGACAAGA
GCCGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTCTCCTGCTCGGTGATGCACGAGGCCCTCCACAACCAC
TACACCCAGAAGTCGCTCAGTCTGAGCCCGGGGAAGTAATGAggatccgaattcgecggatat
cggttaacggatccagatctgctgtgccttctagttgccageccatctgttgtttgeccectee
cccgtgecttecttgacectggaaggtgeccactcccactgtectttecctaataaaatgagga
aattgcatcgcattgtctgagtaggtgtcattctattctggggggtggggtggggcaggaca
gcaagggggaggattgggaagacaatagcaggcatgctggggatgcggtgggctctatgggt
acccaggtgctgaagaattgacccggttcectectgggeccagaaagaagcaggcacatceceect
tctctgtgacacaccctgtccacgececcctggttcttagtteccagecccactcataggacact
catagctcaggagggctccgecttcaatcccacccgectaaagtacttggageggtetcetece
tccecctcatcageccaccaaaccaaacctagectccaagagtgggaagaaattaaagcaagat
aggctattaagtgcagagggagagaaaatgcctccaacatgtgaggaagtaatgagagaaat
catagaatttcttccgcettcectcecgetcactgactecgetgegetecggtecgttecggetgeggeyg
agcggtatcagctcactcaaaggcggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcag
gaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggccgecgttgetyg
gcgtttttccataggctceccgececccectgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagag
gtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggcgtttccecectggaagctecctegtge
gctctceccectgtteccgaccecctgecgcecttaccggatacctgtecgectttecteecttecgggaage
gtggcgctttctecatagctcacgctgtaggtatctcagttcggtgtaggtcgttegetcecaa
gctgggctgtgtgcacgaacccecccgttcageccgaccgectgecgecttatececggtaactate
gtcttgagtccaacccggtaagacacgacttatcgccactggcagcageccactggtaacagg
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attagcagagcgaggtatgtaggcggtgctacagagttcttgaagtggtggcectaactacgg
ctacactagaagaacagtatttggtatctgcgctctgctgaagccagttaccttcggaaaaa
gagttggtagctcttgatccggcaaacaaaccaccgctggtagecggtggtttttttgtttge
aagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttctacggg
gtctgacgctcagtggaacgaaaact

cacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaat
taaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttacca
atgcttaatcagtgaggcacctatctcagcgatctgtctatttcgttcatccatagttgect
gactcggggggggggggcgctgaggtctgectecgtgaagaaggtgttgetgactcataccag
gcctgaatcgccccatcatccagecagaaagtgagggagccacggttgatgagagetttgtt
gtaggtggaccagttggtgattttgaacttttgctttgccacggaacggtctgegttgtegyg
gaagatgcgtgatctgatccttcaactcagcaaaagttcgatttattcaacaaageccgecgt
cccgtcaagtcagcgtaatgctctgeccagtgttacaaccaattaaccaattctgattagaaa
aactcatcgagcatcaaatgaaactgcaatttattcatatcaggattatcaataccatattt
ttgaaaaagccgtttctgtaatgaaggagaaaactcaccgaggcagttccataggatggcaa
gatcctggtatcggtctgcgattccgactcecgtccaacatcaatacaacctattaatttccecece
tcgtcaaaaataaggttatcaagtgagaaatcaccatgagtgacgactgaatccggtgagaa
tggcaaaagcttatgcatttctttccagacttgttcaacaggccageccattacgctecgtcat
caaaatcactcgcatcaaccaaaccgttattcattcgtgattgcgecctgagecgagacgaaat
acgcgatcgctgttaaaaggacaattacaaacaggaatcgaatgcaaccggcgcaggaacac
tgccagcgcatcaacaatattttcacctgaatcaggatattcttctaatacctggaatgcectg
ttttccecggggatcgecagtggtgagtaaccatgcatcatcaggagtacggataaaatgettg
atggtcggaagaggcataaattccgtcagccagtttagtctgaccatctcatctgtaacatce
attggcaacgctacctttgccatgtttcagaaacaactctggegcatcgggecttceccataca
atcgatagattgtcgcacctgattgecccgacattatcgecgagecccatttatacccatataaa
tcagcatccatgttggaatttaatcgcggecctcgagcaagacgtttecececgttgaatatgget
cataacaccccttgtattactgtttatgtaagcagacagttttattgttcatgatgatatat
ttttatcttgtgcaatgtaacatcagagattttgagacacaacgtggatcatccagacatga
taagatacattgatgagtttggacaaaccacaactagaatgcagtgaaaaaaatgctttatt
tgtgaaatttgtgatgctattgctttatttgtaaccattataagctgcaataaacaagttaa
caacaacaattgcattcattttatgtttcaggttcagggggaggtgtgggaggttttttaaa
gcaagtaaaacctctacaaatgtggtatggctgattatgatcgtcgaggatctggatccgtt
aaccgatatccgcgaattcecggegegecgggcccTCACGACGTGTTGATGAACATCTGGACGA
TGTGCACGAACGACTGCAGGAACTCCTTGATGTICTTCTCCTCCAGCTCCTCGCACTCCTTG
CAGCCCGACTCCGTGACGTTCCCGTTCGACGACAGCGAGTTGTTCGCCAGGATGATCAGGTT
CTCCACCGTGTCGTGGATCGACGCGTCCCCCGACTCGAGCGAGATGACTTGGAGCTCCAGGA
GGRAAGCACTTCATCGCCGTGACCTTGCACGACGGGTGGACGTCCGACTCCGTGTACAGCGTC
GCGTCGATGTGCATCGACTGGATGAGGTCCTCGATCTTCTTCAGGTCCGAGATCACGTTCAC
CCAGTTCGAGATGCTGCAGGCCACCGTCCCCAGGCAGTAGCAGGCTCTGGAGCCACATLLCLL
gtcgacagatccaaacgctccteccgacgtecccaggcagaatggeggttcectaaacgagea
ttgcttatatagacctcccattaggcacgectaccgeccatttacgtcaatggaacgeccat
ttgcgtcattgeccctecccattgacgtcaatggggatgtacttggcagecatcgegggcca
tttaccgccattgacgtcaatgggagtactgeccaatgtaccctggcgtacttccaatagtaa
tgtacttgccaagttactattaatagatattgatgtactgccaagtgggccatttaccgtca
ttgacgtcaatagggggcgtgagaacggatatgaatgggcaatgagccatcccattgacgtce
aatggtgggtggtcctattgacgtcaatgggcattgagccaggcgggccatttaccgtaatt
gacgtcaatgggggaggcgccatatacgtcaataggaccgcccatatgacgtcaataggtaa
gaccatgaggccctttegtectecgegegttteggtgatgacggtgaaaacctectgacacatge
agctcccggagacggtcacagettgtectgtaageggatgccgggagcagacaagececgtcag
ggcgcgtcagcecgggtgttggcgggtgtecggggctggecttaactatgeggcatcagagecagat

tgtactgagagtgcaccatatgcggtgtgaaataccgcacagatgcgtaaggagaaaatace
gcatcagattggctattgg

5 SEQID NO:17-
hulL15sRa205-Fe-La region subrayada es una secuencia de IL15sRa
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CHEZISrpH D<A RBEOIRODRIOIE|R
TR RKPRBEZU00AmnEgsHHED
ZOROH-U P Y DO 0nnwnlixsolo
TR HERMP PR ONRAADEOE A <|olw
KUOHAKP™YTA3@moQoeit|r <lval=|clx
HWmoHYeHOXFERJIQHER B0 3(n|P P
Ozmmmmomoom<mmmn—al}'mmv—]w
RO <UIWREWOAQKInnw[ERnnixoe
O EFHUOAR P ®BREE-ooR|n QIR |IE|QlO
HFQoroHzZHgyPoRnn<fHAI<H|D
WZNLHENOQO RAHO-QBEPZE30E w343
HF<omHaXRRKEOAETOnZgoawlo|le
MO RNpPEHIZIZ2D0nRAAO0|<|EH|P|GO
T nEHZRKNEAS OO opie|w ol
GOm0 O XAKYOASAEPECZ<o|o
RnMzZ40OK<HQRERRB0gRH=|>

<BPFQ®wwmRXTWUOSOY DA EE Q0|

RO <S<OH®n RN BIHIPOoHEIZI<|E

TomHEBnSSO< PP owRlonlEe

HREHOQuzonHde QunniHnioi<|oim|e

PHZEPORCS S oipmi<iaiEizi=ipie

SEQ ID NO:18- huGMCSF-IL15

< =

e
HEEEO3HS
Zzeprp<HEonH
H o2 Hw oo
nEHZ0ngHn
R0 HE<gRH
ZHMHETD R H
HW» WY
= wnouwnMHEH-
Mz o0uouan
E3 IO I = N e
HZngHg
0O < H B0 P
»HE @ N
MO R W
<nHARIDH
T O <QHW;
HOQHRO=2
< RzZHp =
oHEHH B3
2 QHEBZ

SEQ ID NO:19-- DPhulL15sRa205FC+huGMIL15 La regién en letra mayuscula en negrita es la region de
codificacién para la fusién receptor alfa de IL-15 200FC

cctggccattgcatacgttgtatccatatcataatatgtacatttatattggctcatgtcca
acattaccgccatgttgacattgattattgactagttattaatagtaatcaattacggggtc
attagttcatagcccatatatggagttccgegttacataacttacggtaaatggececgectyg
gctgaccgcccaacgaccccecgceccattgacgtcaataatgacgtatgttecccatagtaacg
ccaatagggactttccattgacgtcaatgggtggagtatttacggtaaactgecccacttgge
agtacatcaagtgtatcatatgccaagtacgccccectattgacgtcaatgatggtaaatgge
ccgcctggcattatgcccagtacatgaccttatgggactttectacttggcagtacatctac
gtattagtcatcgctattaccatggtgatgcggttttggcagtacatcaatgggcgtggata
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gcggtttgactcacggggatttccaagtcteccaccccattgacgtcaatgggagtttgtttt
ggcaccaaaatcaacgggactttccaaaatgtcgtaacaactccgecccattgacgcaaatg
ggcggtaggcgtgtacggtgggaggtctatataagcagagctcgtttagtgaaccgtcagat
cgcctggagacgccatceccacgctgttttgaccteccatagaagacaccgggaccgatccagece
tccgecgggegecgegtecgacgctagcaagaaATGGCCCCGAGGCGGGCGCGAGGCTGCCGGAC
CCTCGGTCTCCCGGCGCTGCTACTGCTCCTGCTGCTCCGGCCGCCGGCGACGCGGGGCATCA
CGTGCCCGCCCCCCATGTCCGTGGAGCACGCAGACATCTGGGTCAAGAGCTACAGCTTGTAC
TCCCGGGAGCGGTACATCTGCAACTCGGGTTTCAAGCGGAAGGCCGGCACGTCCAGCCTGAC
GGAGTGCGTGTTGAACAAGGCCACGAATGTCGCCCACTGGACGACCCCCTCGCTCAAGTGCA
TCCGCGACCCGGCCCTGGTTCACCAGCGGCCCGCGCCACCCTCCACCGTAACGACGGCGGGG
GTGACCCCGCAGCCGGAGAGCCTCTCCCCGTCGGGAAAGGAGCCCGCCGCGTCGTCGCCCAG
CTCGAACAACACGGCGGCCACAACTGCAGCGATCGTCCCGGGCTCCCAGCTGATGCCGTCGA
AGTCGCCGTCCACGGGAACCACGGAGATCAGCAGTCATGAGTCCTCCCACGGCACCCCCTCG
CAAACGACGGCCAAGAACTGGGAACTCACGGCGTCCGCCTCCCACCAGCCGCCGGGGGTGTA
TCCGCAAGGCCCGAAGTCCTGCGACAAGACGCACACGTGCCCTCCCTGCCCGGCGCCCGAGC
TGCTGGGAGGTCCGAGCGTGTTCCTCTTCCCGCCCAAGCCGAAGGACACGCTCATGATCTCG
CGGACTCCCGAGGTCACCTGCGTCGTGGTAGACGTCAGCCACGAGGACCCGGAGGTCAAGTT
CAACTGGTACGTTGACGGCGTAGAGGTGCACAACGCGAAGACGAAGCCGCGGGAGGAGCAGT
ACAACTCGACGTACCGAGTCGTGTCGGTCCTGACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTCAACGGG
AAGGAGTACAAGTGCAAGGTGTCGAACAAGGCGCTCCCTGCCCCGATCGAGAAGACGATCTC
GAAGGCGAAGGGCCAGCCCAGGGAGCCCCAGGTCTACACGCTCCCGCCATCGCGGGACGAGC
TGACGAAGAACCAGGTTTCCCTGACGTGCCTCGTCAAGGGCTTCTACCCATCGGACATCGCG
GTGGAGTGGGAGAGCAACGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCGGTGCTCGA
CTCGGACGGGTCGTTCTTCCTCTACTCGAAGCTGACCGTCGACAAGAGCCGGTGGCAGCAGG
GCAACGTGTTCTCCTGCTCGGTGATGCACGAGGCCCTCCACAACCACTACACCCAGAAGTCG
CTCAGTCTGAGCCCGGGGAAGTAATGAggatccgaattcgcggatatcggttaacggatcca
gatctgctgtgecttectagttgccagecatctgttgtttgceccctececcecgtgecttecttyg
accctggaaggtgccactcccactgtcectttectaataaaatgaggaaattgcatcgcattyg
tctgagtaggtgtcattctattctggggggtggggtggggcaggacagcaagggggaggatt
gggaagacaatagcaggcatgctggggatgcggtgggctctatgggtacccaggtgctgaag
aattgacccggttcecctecctgggccagaaagaagcaggcacatceccecttcectetgtgacacacc
ctgtccacgcccecctggttecttagttccagecccactcataggacactcatagectcaggaggg
ctccgcecttcaatcceccaccecgctaaagtacttggagecggtecteteectecectcatcagecca
CCaaaccaaacctagcctccaagagtgggaagaaattaaagcaagataggctattaagtgeca
gagggagagaaaatgcctccaacatgtgaggaagtaatgagagaaatcatagaatttcttcc
gcttcctcecgcectcactgactegectgecgectecggtegttecggetgeggcgagecggtatcagetcea
ctcaaaggcggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgag
caaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggccgegttgetggegtttttecatagg
ctccgcececcectgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgac
aggactataaagataccaggcgtttccccctggaagctecctecgtgegetetectgttecga
ccctgeegettaccggatacctgtecgectttcteecttecgggaagegtggegetttctecat
agctcacgctgtaggtatctcagttcggtgtaggtecgttcgeteccaagetgggectgtgtgea
cgaaccccceccgttcagecccgacecgectgegecttateccggtaactatecgtettgagteccaace
cggtaagacacgacttatcgccactggcagcagecactggtaacaggattagcagagcgagg
tatgtaggcggtygctacagagttcttgaagtggtggcctaactacggctacactagaagaac
agtatttggtatctgcgctctgctgaageccagttaccttcggaaaaagagttggtagetett
gatccggcaaacaaaccaccgctggtageggtggtttttttgtttgcaagcagcagattacg
cgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttectacggggtctgacgectcagtyg
gaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctaga
tccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtcet
gacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagcgatctgtctatttcgttecate
catagttgcctgactcggggggggggggecgcectgaggtectgectegtgaagaaggtgttgetyg

35



ES 2 598 005 T3

actcataccaggcctgaatcgccccatcatccageccagaaagtgagggagccacggttgatg
agagctttgttgtaggtggaccagttggtgattttgaacttttgctttgccacggaacggtc
tgcgttgtcgggaagatgcgtgatctgatccttcaactcagcaaaagttcgatttattcaac
aaagccgccgtcecceccgtcaagtcagcgtaatgectctgeccagtgttacaaccaattaaccaatt
ctgattagaaaaactcatcgagcatcaaatgaaactgcaatttattcatatcaggattatca
ataccatatttttgaaaaagccgtttctgtaatgaaggagaaaactcaccgaggcagttcca
taggatggcaagatcctggtatcggtctgcgattccgactcgtccaacatcaatacaaccta
ttaatttcccctegtcaaaaataaggttatcaagtgagaaatcaccatgagtgacgactgaa
tcecggtgagaatggcaaaagcttatgcatttetttccagacttgttcaacaggccagecatt
acgctcgtcatcaaaatcactcgcatcaaccaaaccgttattcattcgtgattgcgectgag
cgagacgaaatacgcgatcgctgttaaaaggacaattacaaacaggaatcgaatgcaaccgyg
cgcaggaacactgccagcgcatcaacaatattttcacctgaatcaggatattcttctaatac
ctggaatgctgttttcccggggatcgcagtggtgagtaaccatgcatcatcaggagtacgga
taaaatgcttgatggtcggaagaggcataaattccgtcagccagtttagtctgaccatctca
tctgtaacatcattggcaacgctacctttgccatgtttcagaaacaactctggecgcatcggg
cttcccatacaatcgatagattgtcgcacctgattgecccgacattatcgecgageccatttat
acccatataaatcagcatccatgttggaatttaatcgcggectcgagcaagacgtttcecegt
tgaatatggctcataacaccccttgtattactgtttatgtaagcagacagttttattgttca
tgatgatatatttttatcttgtgcaatgtaacatcagagattttgagacacaacgtggatca
tccagacatgataagatacattgatgagtttggacaaaccacaactagaatgcagtgaaaaa
aatgctttatttgtgaaatttgtgatgctattgctttatttgtaaccattataagctgcaat
aaacaagttaacaacaacaattgcattcattttatgtttcaggttcagggggaggtgtggga
ggttttttaaagcaagtaaaacctctacaaatgtggtatggctgattatgatcgtcgaggat
ctggatccgttaaccgatatccgcgaattcggegegecgggcccTCACGACGTGTTGATGAA
CATCTGGACGATGTGCACGAACGACTGCAGGAACTCCTTGATGTTCTTCTCCTCCAGCTCCT
CGCACTCCTTGCAGCCCGACTCCGTGACGTTCCCGTTCGACGACAGCGAGTTGTTCGCCAGG
ATGATCAGGTTCTCCACCGTGTCGTGGATCGACGCGTCCCCCGACTCGAGCGAGATGACTTG
GAGCTCCAGGAGGAAGCACTTCATCGCCGTGACCTTGCACGACGGGTGGACGTCCGACTCCG
TGTACAGCGTCGCGTCGATGTGCATCGACTGGATGAGGTCCTCGATCTTCTTCAGGTCCGAG
ATCACGTTCACCCAGTTCGAGATGCTGCAGGCCACCGTCCCCAGGAGTAGCAGGCTCTGGAG
CCACATttcttgtcgacagatccaaacgctcctccgacgtececccaggcagaatggeggttece
ctaaacgagcattgcttatatagacctcccattaggcacgcctaccgeccatttacgtcaat
ggaacgcccatttgcgtcattgeccctececcattgacgtcaatggggatgtacttggecagece
atcgcgggccatttaccgccattgacgtcaatgggagtactgccaatgtaccctggegtact
tccaatagtaatgtacttgccaagttactattaatagatattgatgtactgccaagtgggcee
atttaccgtcattgacgtcaatagggggcgtgagaacggatatgaatgggcaatgagccatc
ccattgacgtcaatggtgggtggtcctattgacgtcaatgggcattgageccaggcgggecat
ttaccgtaattgacgtcaatgggggaggcgccatatacgtcaataggaccgcccatatgacg
tcaataggtaagaccatgaggccctttcecgtctecgegegttteggtgatgacggtgaaaacct
ctgacacatgcagctcccggagacggtcacagecttgtctgtaagcggatgecgggagcagac
aagcccgtcagggcgcgtcagegggtgttggegggtgtecggggectggecttaactatgecggea
tcagagcagattgtactgagagtgcaccatatgcggtgtgaaataccgcacagatgcgtaag
gagaaaataccgcatcagattggctattgg

SEQ ID NO:20--hulL15sRa200-Fc
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Pavlakis, George N.
Felber, Barbara K.
Valentin, Antonio
Bergamaschi, Cristina

The Government of the United States of America as represented by The Secretary of the Department of Health
and Human Services

<120> Uso de IL-15 para aumentar la salida del timo y para tratar la linfopenia
<130> 015280-581100PC

<140> WO Aun no asignado
<141> Aln no asignado

<150> US 61/234.152
<151> 14-08-2009

<150> US 61/234.155
<151> 14-08-2009

<160> 20

<170> FastSEQ para Windows Version 4.0
<210> 1

<211> 489

<212> ADN

<213> Homo sapiens

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

<400> 1

60

atgagaattt
ctaaacagte
gcaggygette
gaagatctta
cgcagttgea
gagtctggag
agtttgtctt
gaaaaaaata
agttettga

cgaaaccaca
attttctaac
ctaaaacaga
ttcaatctat
aagtaacagce
atgcaagtat
ctaatgggaa
ttaaagaatt

tttgagaagt
tgaagctgge
agccaactgg
geatattgat
aatgaagtgce
tecatgataca
tgtaacagaa
tttgcagagt

attteocatee
attcatgtet
gtgaatgtaa
gctactttat
tttectettgy
gtagaaaate
tetggatgea
tttgtacata

37

agtgctactt
tecattttggg
taagtgattt
atacggaaaqg
agttacaagt
tgatcatect
aagaatgtga
ttgtccaaat

gtgtttact:
ctgtttcagt
gaaaaaaatt
tgatgttcac
tatttcactt
agcaaacaac

ggaactggag
gttcatcaac

120
180
240
300
360
420
480
489
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<210> 2

<211> 162

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

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

<400> 2
Mef-hrg Ile Ser Lys Pro His Leu Arg Ser Ile

1 5 10
Leu Cys Leu Leu Leu Asn Ser His Phe Leu Thr
20 25
Vval Phe Ile Leu Gly Cys Phe Ser Ala Gly Leu
35 40 ’
Asn Trp Val Asn Val Ile Ser Asp Leu Lys Lys
50 55
Gln Ser Met His Ile Asp Ala Thr Leu Tyr Thr
65 70 75
Pro Ser Cys Lys Val Thr Ala Met Lys Cys Phe
85 920
Val Ile Ser Leu Glu Ser Gly Asp Ala Ser Ile
100 105
Asn Leu Ile Ile Leu Ala Asn Asn Ser Leu Ser
115 120
Thr Glu Ser Gly Cys Lys Glu Cys Glu Glu Leu
130 135

Lys Glu Phe Leu Gln Ser Phe Val His Ile Val
145 150 155
Thr Ser

<210> 3

<211> 489

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

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

<400> 3
atgeggatet egaagcecegea cetgeggteg atatcegatcoe
ctgaactege acttecteae ggaggecggt atacacgtet
geggggetge cgaagacgga ggcgaactgg gtgaacgtga
gaggacctca tccagtcgat gecacatcgac gcocgacgetgt
cogtegtgea aggtcacgge gatgaagtgce ttecteetgg
gagtcggggg acgegtegat ccacgacacqg gtggagaace
tegetgteogt cgaacgggaa cgteacggag tegggetgea
gagaagaaca tcaaggagtt cctgcagteg ttegtgceaca
acgtcgtga

<210> 4

<211> 489

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Interleucina-15 humana sintética mejorada (IL-15) (opt2)

38

Sar Ile

Glu Ala
30
Pro Lys
45
Ile Glu

60

Glu Ser

Leau Leu

His Asp

Gln
Gly
Thr

Asp

Asp
Glu

Thr

Cys
15
Ile

Tyr
His
Glu Ala

Leu Ile

His
80
Gln

vVal

Leu
95

Val Glu

110

Asn
125
Glu

Ser

Glu
140

Gln Met

agtgctacct
tecatecetgygg
teteoggacct
acacggagtc
agctccaagt
tgatcatcct
aggagtgcga
tecgtocagat

Gly
Lys

Phe

Asn Val

Asn Ile

Ile Asn
160

gtgectgete
ctgetteteg
gaagaagatc
ggacgtccac
catectegete
ggcgaacaac
ggagetggag
gttcatcaac

60

120
180
240
300
360
420
480
489
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<400> 4

60

atgaggateca
ctgaacagee
gecggactge
gaggacctca
cccagetgta
gagagcggcg
agectgagea
gagaagaaca
accagetga

gcaagcceca
actteetgac
ccaagaccoga
tecagageat
aggtgaccge
acgccageat
gcaacggcaa
tcaaggagtt

cctgaggage
cgaggeeggt
ggecaattgg
gcacategac
catgaagtge
ccacgacacc
tgtgaccgag
tetgeagage

atcagcatcc
atacacgtgt

gtgaacgtga
gecaccotgt

tttetgetgg
gtggagaacc
ageggetgta
ttegtgeaca

agtgctacct
teatectgygy
tecagegacet
acacegagag
agetgeaagt
tgatecatect
aggagtgtga
tegtgeagat

gtgcctgetg
ctgetttage
gaagaagate
cgatgtgeac
gatcagectg
ggccaacaac
ggagetggag
gtteatcaac

120
180
240
300
360
420
480
489

<210>5

<211> 1610

<212> ADN

<213> Homo sapiens

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

<220>

<221> CDS

<222> (83)..(886)

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

<400> 5

20

cccagagcag
ggtgtcectgt
tetecegygeg
decteeeeee
cagggagcedyd
ggagtgegtyg
cattagagac
aggggtgace
teccagetea
gecttcaaaa
cageecctet
gccaggtgtyg
cctgetgtgt
teccecgetg
cagcagcaga
agcccecageta
ggtgcaagga
tectecacggac
gggcaccace
azaggcttcet
taatgaaata
agaaaagtga
gtctacaggyg
cacatggaca
tgaaggatte
atttatactt
accttgtata

cgctegecac
ggagctgeceg
ctgctactge
atgteegtgg
tacatttgta
ttgaacaagg
cctgecctgg
ccacagccag
aacaacacag
tcacctteca
cagacaacag
tatccacaqgqg
gggetgageg
gecagegttg
gatgaagact
agtccggagt
agegggetee
tgecgggteg
tgecctgectyg
gagcaggatt
aaaaccetge
catacccaaa
aagacaccag
gggacctggg
aggaagaaga
ccttgtetat
aacaaaataa

ctececeegy
ccatggcecce
tgctgetgcet
aacacgcaga
actetggttt
ccacgaatgt
ttcaccaaag
agagcctctce
cggcocacaac
caggaaccac
ccaagaactg
gecacagega
ctgtgtetet
aaatggaage
tggaaaactyg
gaaggageet
aggagcaage
gcgectectyg
tcgtgeettyg
tttattteat
cccgaatett
getetetgte
cgttibggget
aaaggtggga
aaactcaact

tatatctata
aacatctatt

cctgggeage
gcggeggdcyg
ceggecgecy
catctgggte
caagcgtaaa
egeccactgg
gecagegeca
ccettetgga
agcagctatt
agagataage
ggaactcaca
caccactgty
cetggeatge
catggaggct
ctetecaccac
ctetgettta
tcaccaggee
cgcgagggag
gacccaggge
tacagtgtga
cegtecctea
aattacaagqg
tctaaccace
gagatgcetga
cagtgecatt
cattatatat
ttcaatattt

getagecegy
ageggetges
gcegacgeggy
aagagctaca
gecggeacgt
acaaceecca
ccetecacag
aaagageecqg
gteceggget
agtcatgagt
geateegact
gctatctceca
tacctcaagt
ctgecggtga
ctatgaaact
gctaaagacg
tctcagaagt
caggttetee
ccagetteoee
getgeetgga
tectaacttt
ctteteoctgg
ctgtctecag
goeccagegaa
ttacgaatat
tatttgtatt
ttaaaatgca

ggagtccage
ggaccctegg
gecatcacgtg
gettgtacte
ccageetgac
gtctcaaatg
taacgacgge
cagetteate
cccagetgat
cateccacgg
Qegeaccagec
cgtecactgt
caaggcaaac
cttgggggac
cggggaaace
actgagaaga
cccagcagga
gcattceccat
aggagagacc
atacatgtgg
cagttcacag
cgtgggagac
ctgetctgea
teoctetecat
atgegtttat
ttgacattgt

60
120
180
2490
300
360
4290
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1610

<210> 6

<211> 267

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

39
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<223> Receptor alfa de interleucina-15 humana (IL15RA), precursor de la isoforma 1

<400> 6

Met
1
Leu

Cys
Tyx
Arg
Thr
Pro
Ala
Pro
Ala
145
Gly

Gln

Pro
Sear
Ala
225
Met

Asp

Ala
Leu
Pro
Ser
50

Lys
Asn
Ala
Gly
Ala
130
Ile
Thr

Thr

Pro
Thr
210
Cys
Glu

Glu

<210>7

<211> 1843
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>

Pro
Leu
Pro
35

Leu
Ala
Val
Leu
vVal
115
Ala
Val
Thr

Thr

Gly
195
Ser
Tyr
Ala

Asp

Arg
Leu
Pro
Tyr
Gly
Ala
Val
100
Thr
Ser
Pro

Glu

Ala

180
Val

Thr
Leu
Met

Leu
260

Arg
Leu
Met
Ser
Thr
His
85

His
Pro
Ser
Gly
Ile

165
Lys

Tyr
Val
Lys
Glu

245
Glu

Ala
Leu
Ser
Axrg

Ser
70

Trp
Gln
Gln
Pro
Ser
150

Ser

Asn

Pro
Leu
Ser
230
Ala

Asn

Arg
Leu
Val
Glu
55

Ser
Thr
Arg
Pro
Sar
135
Gln

Ser

Trp

Gln
Leu
215
Arg
Leu

Cys

Gly
Arg
Glu
40

Arg
Lau

Thr

Pro

Glu

120
Ser

Leu
His

Glu

Gly
200
Cys
Gln

Pro

Ser

Cys
Pro
25

Hisg
Tyr
Thr
Pro
Ala
105
Ser
Asn
Mat
Glu
Leu
185
His
Gly
Thr

Val

His
265

Arg
10

Pro
Ala

Ile

‘Glu

Ser
20

Pro
Leu
Asn
Pro
Ser

170
Thr

Serxr
Leu
Pro
Thr

250
His

Thr
Ala
Asp
Cys
Cys
75

Leu
Pro
Ser
Thr
Ser
155

Ser

Ala

Asp
Ser

Pro
235

Trp

Leu
Thr
Ile
Asn
60

Val
Lys
Ser
Pro
Ala
140
Lys
His

Ser

Thr
Ala
220
Leu

Gly

Gly
Arg
Trp
45

Ser
Leu
Cys
Thr
Ser
125
Ala
Ser

Gly

Ala

Thr
205
Vval
Ala

Thr

Leu
Gly
Val
Gly

Asn

Ila.

Val
110
Gly
Thr
Pro

Thr

Ser

190
Val

Ser
Ser

Ser

Pro
15

Ile
Lys
Phe
Lys
Arg
Thr
Lys
Thr
Ser
Pro

175
His

Ala

val

Ser
255

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

<220>

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

<400> 7

40

Ala
Thr
Ser
Lys
Ala
80

Asp
Thr
Glu
Ala
Thr
160

Ser

Gln

Ile
Leu
Glu

240
Arg



caggaatteqg
agcaggtgge
teecgeacoge
cagggccgey
gggegaggte
ctttgeecac
cacgacgagce
cccatgteeg
cggtacattt
gtgttgaaca
gagcctgeca
accccacage
tcaaacaaca
aaatcacctt
tctcagacaa
gtgtateccac
tgtgggetga
ctggccageg
agagatgaag
ctaagtcegg
ggaageggge
gactgeeggg
acctgectge
tctgageagg
ataaaaacce
tgacatacce
gggaagacac
acagggacct
ttcaggaaga
atteecttgte
ataaacaaaa

gegaagtgge
aggggctygey
ggcgacacet
gagggagacc
aagtggatcc
tetettegea
geggaggace
tggaacacge
gtaactctgg
aggccacgaa
tggttcacea
cagagagect
cageggacac
ccacaggaac
cagccaagaa
agggccacag
gcgetgtgte
ttgaaatgga
acttggaaaa
agtgaaggag
teocaggagea
teggegecte
ctgtegtgee
atttttattt
tgececgaat
aaagctotot
cagegtttgg
gggaaaggtg
agaaaactca
tattatatct
taaaacatct
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ggagetgggg
cteegeeccgg

ccgcgggcac
aggaaagccg
gagccgeaga
gtggggacac

gggaggetce
agacatctgg

tttcaagegt
tgtegeccac
aaggccagceqg
cteccettet
aacagcagct
cacagagata
ctgggaactc
cgacaccact
tctectggea
agecatggag
ctgeteoteoac
cctcetetget
agctcaccag
ctgcgegagg
ttggaceccag
cattacagtg
cttecgtoce
gtcaattaca
gettetaace
ggagagatge
actcagtgec
atacattata
attttcaata

ccccageggyg
gccagagege
tcaccecagge
aaggeggage
gagggctgga
cggaccgagt
egggettgeg
gtcaagaget
aaagccggea
tggacaacec
ccacecteca
ggaaaagagc
attgtccegyg
agcagtcatg
acagcatccqg
gtggetatct
tgctacetca
gctetgecgg
cacctatgaa
ttagctaaag
gecctecteaga
gagcaggtte
ggeccagett
tgagetgecet
tcatcctaac
aggecttetec
accctgtcte
tgagececage
attttacgaa
tattatttgt
tttttaaaat

cgecggyggge
accaggcagg
cggecgetea
agctggagge
gagagtetge
gcacactgga
tgggcatcac
acagettgta
cgtecagect
ccagtetcaa
c¢agtaacgac
ccgeagette
geteecaget
agtcectecea
ceteccacea
ccacgtecac
agtcaaggeca
tgacttgaggy
actcggggaa
acgactgaga
agteccagea
tecgeattec
cecaggagag
ggaatacatg
tttcagttca
tggegtggga
cagctgctcet
gaatcctcte
tatatgeqgtt
attttgacat
gea

cgegggagec
tgecegegec
caagccgageg
gaccagegec
tctcegatga
ggtcccagagy
gtgeecctece
ctecagggag
gacggagtgc
atgcattaga
ggcaggggtyg
atcteccage
gatgecttca
cggcaccece
gcogcecaggt
tgtectgetg
aactcccceqg
gaccagecage
accageccag
agaggtgcaa
ggatctcacg
catgggcace
accaaaggcet
tggtaatgaa
cagagaaaay
gacgtctaca
gcacacatgyg
cattgaagga
tatatttata
tgtaccttgt

60
120
180
240
300
360
420
4380
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1843

<210>8

<211> 231

<212> PRT

<213> Homo sapiens

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

<400> 8

41
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Leu
15
Ala

vVal Ser
10

Gly

Ser Val Glu His Ala Asp Ile Trp Lys Ser Tyr Tyr

Ile Ser Phe Gly

25
Leu

Glua Asn Lys Arg Lys

30
Asn

Ser Arqg Arg
20

Leu

Tyr Cys

Ala Thr val Ala

45
Pro

Thr Glu val
40

Lys

Thr Ser Asn
35

Thr

Ser Cys Lys

Thr Leu Ile Ala Leu Val

55
Pro

Pro Serx Cys Arg Asp

60
Thr

Hig Trp
590
Gln Val Thr
80

Ser

Thr Val Thr
75

Lys

Ala Pro Ser Ala Gly

70
Leu

His Pro
65
Pro

Arg
Ala Ala
a5

val

Glu Ser Ser Pro Ser Glu Pro

85
Asn

Gln Pro Gly

90

Thr Thr Ala Ala Ile Pro

110
Thr

Ala
105
Ser

Ser Asn Thr Ala

160
Leu

Ser Pro Ser

Gln Met Pro Ser Pro Ser Thr Thr Glu

115
Ser

Gly
125
Gln

Gly Ser Lys

120

His Thr Ser Thr Thr Ala

140
Gln

His Glu Ser Pro

135
Ala

Ile Ser Ser Gly

130
Asn Val
160

Thr

Ala His Pro Pro Gly

155
Ala

Glu Thr Ser
150

Ser

Lys Leu Ser
145

Tyxr

Trp

Thr Ser
175

Tyr

Thr Val
170

Ser

His Thr Ile Ser

165
Gly

Pro Gln Gly Asp
Val
185

Ala

Leu Leu Leu Ala Cys Leu

190
Glu

Val Leu Leu Cys Ser

180
Gln

Ala

Val Glu Met Ala Met

205
Asp

Thr Leu Ser
200

Gly

Lys Ser Arg Pro Pro

195

Glu Ala Leu Val Thr Thr Ser Ser Glu Leu

210
Asn

Pro Arg Asp

220

Trp
215
Leu

His His

230

Glu
225

Cys Ser

<210>9

<211> 807

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

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

<400> 9

60

15

atggeecega
ctgctgetee
cacgcagaca
tegggtttca
acgaatgteg
cageagegge
agectetece
gecacaactg
ggaaccacqgg
aagaactggg
cacagcgaca
gtgtegctcee
atggaggcca
gagaactgct

ggegggegceg
ggcegeegge
tctgggtcaa
agcggaagge
cacactggac
cegegecace
cgtcegggaaa
cagcgategt
agatcagcag
aactcacgge
ccacggtgge
tggegtgceta
tggaggctet
cgcaccaccet

aggctgcegg
gacgcggggc
gagctacage
cggcacgtee
gacceccteg
ctccacegta
ggageccegece
ccagggetee
tcatgagtece
gtceegectec
gatctcecacyg
cctcaagteg
gecggtgacy
ataatga

acecteggte
atcacgtgee
ttgtactece
agcctgacgg
ctcaagtgeca
acgacggcegg
gegtegtege
cagctgatge
tecccacggea
caccageccgce
tecacggtec
aggecagacte

tgggggaccea

teeceggeget
cgecceecat
gggageggta
agtgegtgtt
tccgegacee
gggtgaccec
ccagetcgaa
cgtcgaagte
coccectegea
cgggggtgta
tgetgtgatgg
coeegetygge
Jgcagcaggga

getactgaete
gtecgtggag
catctgcaac
gaacaaggec
ggcectggtt
gcagecggayg
caacacggceyg
geegtecacy
aacgacggece
tecgeaagge
getgagegeg
cagegttgag
tgaggacttg

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
807

<210> 10

<211> 267

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

42



5

10

15

<220>

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

<400> 10

Met Ala
1
Leu Leu

Cys Pro

Tyr Ser
50

Arg Lys

€5

Thr Asn

Pro Ala
Ala Gly

Pro Ala
130
Ala Ile
145
Gly Thr

Gln Thr
Pro Pro

Ser Thr
210
Ala Cys
225
Met Glu

Asp Glu
<210> 11

<211> 621
<212> ADN

Pro
Leu
Pro
35

Leu
Ala
Val
Leu
Vval
115
Ala
Val
Thr
Thr
Gly
195
Ser

Tyr

Ala

Leu
20

Pro
Tyr
Gly
Ala
Val
100
Thr
Ser
Pro
Glu
Ala
180
Val
Thr

Leu

Leu
260

<213> Secuencia artificial

<220>

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

<400> 11

Arg
Leu
Met
Ser
Thr
His
85

His
Pro
Ser
Gly
Ile
165
Lys
Tyr
Val
Lys
Glu

245
Glu

Ala
Leu
Ser
Arg
Ser
70

Trp
Gln
Gln
Pro
Ser
150
Ser
Asn
Pro
Leu
Ser
230
Ala

Asn
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Arg

Val
Glu
55

Ser
Thr
Arg
Pro
Ser
135
Gln
Ser
Trp
Gln
Leu
215
Arg

Leu

Cys

Gly
Arg
Glu
40

Arg
Leu
Thr
Pro
Glu
120
Ser
Leu
His
Glu
Gly
200
Cys
Gln

Pro

Ser

Cys
Pro
25

Eis
Tyr
Thr
Pro
Ala
105
Ser
Asn
Met
Glu
Leu
185
His
Gly
Thr

val

His
265

43

Arg
Pro
Ala
Ile
Glu
Ser
20

Pro
Leu
Asn
Pro
Ser
170
Thr
Ser
Leu
Pro
Thr

250
His

Thr
Ala
Asp
Cys
Cys
75

Leu
Pro
Ser
Thr
Ser
155
Ser
Ala
Asp

Ser

Pro
235

Trp

Leu

Leu
Thr
Ile
Asn
60

Val
Lys
Ser
Pro
Ala
140
Lys
His
Ser
Thr
Ala
220
Leu

Gly

Gly
Arg
45

Ser
Leu
Cys
Thr
Ser
125
Ala
Sar
Gly
Ala
Thr
205
vVal
Ala

Thr

Gly
Val
Gly
Asn
Ile
val
110
Gly
Thr
Pro
Thr
Ser
190
Val
Ser

Ser

Ser

Pro
15

Ile
Lys
Phe
Lys
Arg
95

Thr
Lys
Thr
Sar
Pro
175
His
Ala
Leu

Val

Ser
25%

Ala
Thr
Ser
Lys
Ala
80

Asp
Thr
Glu
Ala
Thr
160
Ser

Gln

Ile

Glu
240
Arg



10

15

20

atggcccega
ctgctgetec
cacgcagaca
tegggtttea
acgaatgteg
caccagegge
agactctece
gcecacaactg
ggaaccacgg
aagaactggg
cacagcgaca

<210> 12
<211> 205
<212> PRT

ggegggcegeg
ggecgecgge
tctgggtcaa
ageggaagge
cccactggac
ccgcogecace
cgtcgggaaa
cagcgategt
agatcagecag
aactcacgge
ccacgtaatg

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 598 005 T3

aggetgeegg
gacgcggggc
gagctacage
cggecacgtec
gaccoaetaeg
ctecacogta
ggageeeged
ccegggetog
tecatgagtece
gtecgectec
a

acccteggte
atcacgtgec
ttgtactece
agectgacygy
ctcaagtgea
acgacggcgg
gegtegtcege
cagetgatge
teccacggea
caccageege

tceceggeget
cgecccccat
gggageggta
agtgegtgtt
tecegegacee
gggtgaccec
ccagetegaa
cgtegaagte

ccecectogea

cgggggtgta

gctactgcte
gtcegtggag
catetgeaac
gaacaaggece
ggcecatggtt
gcagecggayg
caacacggeg
geegtecacy
aacgacggec
tccgecaagge

60

120
180
2490
300
360
420
480
540
600
621

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

<400> 12

Met
1
Leu Leu

Cys Pro
Ser
S50
Lys=

Tyr

Arg
€5
Thr Asn

Pro Ala

Ala Gly

Ala Pro
Leu
Pro
35

Leu
Ala
Vval
Leu

Val

Leu Leu
29
Pro Met

Tyr Ser

Gly Thr

Arg Arg Ala Arg
Leu
Ser
Arg

Ser

Gly

Leu Arg

val Glu

Glu
55
Ser

Arg

Leu

70

His
85
His

Ala

Val
100

Thx Pro

115

Ala
130
Ile

Pro

Ala
145
Gly Thr

Gln Thr

Pro Pro

Ala
val
Thx
Thx

Gly

Ser Ser

Pro Gly

Trp
Gln
Gln
Pro

Ser

Thr Thr

Arg Pro
Glu
120
Ser

Pro

Ser
135

Gln Leu

150

Glu Ile
165
Ala Lys
180

Val Tyr

195

<210> 13
<211> 5958
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Sear

Asn

Pro

Ser His

Trp Glu

Gln Gly

200

Cys Arg Thr
10
Pro

Pro Ala

His Ala Asp

Tyr Ile Cys

Thr Glu Cys
5
Ser Leu
90

Pro

Pro
Ala Pro
105
Sar

Leu Ser

Asn Asn Thr
Ser
155

Ser

Met Pro

Glu Ser

170

Leu Thr Ala

185
His

Ser Asp

Leu Gly

Thr Arg

Ile Trp
45
Asn Ser
&0
Val Leu

Lys Cys

Ser Thr

Gly
Val
Gly
Asn
Ile

Val

Leu Pro Ala

15
Ile Thr

Lysg Ser

Phe Lys
Ala
g0

Asp

Lys

Arg
95

Thr Thr

110

Sar
125
Ala

Pxro

Ala
140
Lys Ser

His Gly

Ser Ala

Gly
Thr
Pro
Thr

Ser

Lys Glu

Thr Ala

Thr
160
Sar

Ser

Pro
175

His Gln

190

Thr Thr

205

<223> Vector plasmidico sintético de expresién dual de IL15Ra+IL15 humana

<400> 13

44



cctggacatt
caacattace
ggtcattagt
agectggetg
tagtaacgee
cccacttgge
acggtaaatg
ggcagtacat
tcaatgggeg
tecaatgggag
cogecccatt
ctegtttagt
gaagacaccg
atggacecga
ctgetgotee
cacgcagaca
tegggtttca

gcatacgttg
gccatgttga
tcatagecea
accgoeccaac
aatagggact
agtacatcaa
gecegectgy
ctacgtatta
tggatagegg
tttgttttgg
gacgcaaatyg
gaaccgtcag
ggaccgatce
ggegggegcy
ggcegecgge
tetgggtcaa
agcggaagge
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tatccatatc
cattgattat
tatatggagt
gacceoagea
ttecattgac
gtgtatcata
cattatgece
gtcategeta
tttgactecac
caccaaaatce
ggeggtagge
atcgectgga
agecteegeg
aggetgeegg
dJacgegggge
gagctacage
cggcacgtec

ataatatgta
tgactagtta
teogegttac
cattgacgte
gtcaatgggt
tgccaagtac
agtacatgac
ttaccatggt
ggggatttee
aacgggactt
gtgtacggtg
gacgccatcco
ggegegegte
accctaeggte
atcacgtgee
ttgtactecce
agcctgacgg

45

catttatatt
ttaatagtaa
ataacttacg
aataatgacqg
ggagtattta
geccectatt
cttatgggac
gatgeggttt
aagtcetecag
tccaaaatgt
ggaggtctat
acgetgtttt
gaggaatteg
tecceggeget
agecceeeat
gggageggta
agtgegtgtt

ggctcatgte
tcaattacgyg
gtaaatggee
tatgttecea
cggtaaactg
gacgtcaatg
tttectactt
tggcagtaca
cecattgacy
cgtaacaact
ataagcagag
gacctcecata
ctagcaagaa
gctactgcete
gtecgtggag
catctgcaac
gaacaaggee

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
260
1020



acgaatgteg
caccagogge
agectcteee
gecacaacty
ggaaccacgg
aagaactggyg
cacagegaca
gtgtegetec
atggaggcea
gagaactget
gtgectteta
gaaggtgeoca
agtaggtgte
gaagacaata
aattgacceg
cecctgtecac
agggetoege
ageccaccaa
taagtgcaga
aatttetteeo
gatatcaget
aaagaacatg
ggegttttte
gaggtggega
cgtgegetet
gggaagegtyg
tegetcocaag
cggtaactat
cactggtaac
gtggectaac
agttacette
cggtggtttt
tectttgate
tttggteatyg
ttttaaatca
cagtgaggea
9999999999
aategececa
ggtggaccag
aagatgegty
tecegtcaag
aaaaactcat
tatttttgaa
atggcaagat
aatticceoct
tceggtgaga
ttacgctegt
tgagcgagac
aaccggaegea
totaatacet
ggagtacgga
ctgaccatcet
tetggegeat
tegegagees
gagcaagacy
gecagacagtt
ttttgagaca
ccacaactag
tatttgtaac
tgtttcaggt
gtggtatggc
ggcgegecgy
aggaactect
acgttecogt
tggatcgacyg

cacactggac
cggegecace
cgtegggaaa
cagegategt
agatcagcag
aacteacgge
ccacggtgge
tggegtgeta
tggaggetet
cgeacecacet
gttgecagee
cteccactgt
attetattet
gcaggeatge
gttectectg
gececcctggtt
cttcaatoee
accaaacceta
gggagagaaa
gocttocteogeo
cactcaaagyg
tgagcaaaag
cataggcetec
aacccgacag
cotgtteega
goegetttote
ctgggetgtyg
cgtettgagt
aggattagea
tacggetaca
ggaaaaagag
tttgtttgea
ttttctacgg
agattatcaa
atctaaagta
cctatetcag
cgetgaggte
tecatecagee
ttggtgattt
atctgatect
tcagegtaat
cgageatecaa
aaagcegttt
ectggtateg
cgtcaaasat
atggeaaaaqg
catcaaaate
gaaatacgeqg
ggaacachge
ggaatgetgt
taaaatgett
catetgtaac
cgggcttece
atttataces
tttocegttyg
ttattgttea
caacgtggat
aatgeagtga
cattataagce
tecagggggag
tgattatgat
gecctecacga
tgatgttett
tcgacgacag
cgteecccga
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gacceecteg
ctccacegta
ggagecegec
ceegggetece
teatgagtee
gtecgectes
gatctocacg
ecteoaagteg
geeggtgacg
ataatgagaa
atectgttgtt
cctttectaa
g9g9gqt g9y
tggggatgeg
ggccagaaag
cttagttceca
acecgetaaa
gectocaaga
atgectecaa
tcactgacte
cggtaatacg
gecagcaaaa
geecececctga
gactataaag
cectgoeget
aztgotcacy
tgcacgaace
ccaacceggt
gagcgaggta
ctagaaggac
ttggtagete
agcagcagat
ggtctgacge
aaaggatctt
tatatgagta
cgatctgtet
tgcctegtga
agaaagtgayg
tgaacttttg
tcaactcage
getectgecag
atgaaactge
ctgtaatgaa
gtctgogatt
aaggttatca
cttatgcatt
actegeatca
atcgetgtta
cagageatca
tttoceggay
gatggtcgga
atcattggea
atacaatega
atataaatca
aatatggetc
tgatgatata
cateccagaca
aaaaaatget
tgcaataaac
gtgtgggagy
cgtegaggat
cgtgttgatg
ctectocage
cgagttgtte
cteogagegay

ctcaagtgca
acgacggegg
gegtegtege
cagetgatge
tcecacggea
caccagesge
tecacggtee
aggeagacte
tgggggacca

tteacgegty
tgeccctcee

taaaatgagg
gtggggcadgy
gtgggeteta
aagcaggeas
gecccacteca
gtacttggag
gtgggaagaa
catgtgagga
goetgegetbeg
gttatccaca
ggccaggaac
cgageatecac
ataccaggcg
taceggatac
ctgtaggtat
coceghteag
aagacacgac
tgtaggeggt
agtatittggt
ttgatcegge
tacgcgoaga
tcagtggaac
cacctagate
aacttggtet
atttocgttea
agaaggtgtt
ggagccacdy
ctttgecacy
aaaagttega
tgttacaacc
aatttattea
ggagaaaact
cegactegte
agtgagaaat
tettteraga
accaaaccgt
aaaggacaat
acaatattit
ategecagtgy
agaggcataa
acgctacctt
tagattgteg
geatccatgt
atsacaccece
tttttatctt
tgataagata
ttatttgtga
aagttaacaa
ttttttaaag
etggateegt
aacatctgga
tactegeact
gecaggatga
atgacttgga

46

tecgegacee
gggtgaccec
ccagetegaa
cgtegaagte
caoccctegea
cgggggtgta
tgctgtgtgy
coeegetgge
gcagcaggga
gatctgatat
ccgtgectte
aaattgecate
acagcaaqgy
tgggtaceeca
atccccttct
taggacacte
cggtctetee
attaaagcaa
agtaatgaga
gtegtiegge
gaatcaggag
cgtaaaaaqy
aaaaatcgac
ttteoccectyg
ctgteageat
ctcagttegg
cocgaceget
ttategeecac
gctacagagt
atctgegote
aaacaaacca
aaaaaaggat
gaaaactcac
ctittitaaatt
gacagttacc
tecatagttyg
gctgactcat
ttgatgagag
gaacggtetg
tttattcaac
aattaaccaa
tatcaggatt
caccgaggea
caacatcaat
caccatgagt
cttgtteaac
tattcattcg
tacazacagg
caccetgaate
tgagtaaceca
atteccgteayg
tgocatgtet
cacetgattyg
tggaatttaa
ttgtattact
gtgcaatgta
cattgatgayg
aatttgtgat
caacaattge
caagtaaaac
taaccgatat
cgatgtgeac
cettgeagee
tcaggttcte
getecaggag

ggecctggtt
gcagecggag
caacacggey
geegtaocacqg
aacgacggece
tecgeaagge
gectgagegeg
cagegttgag
tgaggacttg
cggatetyget
cttgacecctg
geattgtctg
ggaggattgg
ggtgcetgaag
ctgtgacaca
atagctcagg
¢ctecoteate
gataggctat
gaaatcatag
tgeggegage
ataacgeagy
cegagttget
getecaagtea
gaagctococt
ttotocctte
tgtaggtegt
gegeecttate
tggcagcage
tettgaagtg
tgetgaagee
cegetggtag
ctcaagaaga
gttaagggat
aaazatgaag
aatgcttaat
cctgactagg
accaggecty
ctttgttgta
cgttgtegag
aaagecgaeqg
ttetgattag
atcaatacca
gttecatagg
acaacctatt
gacgactgaa
aggcecageca
tgattgegec
aatecgaatge
aggatattct
tgcateatca
ccagttitagh
cagaaacaac
ceegacatia
tegeggecte
gtttatgtaa
acatcagaga
tttggacaaa
getattgott
attcatttta
ctctacaaat
ccgagaatte
gqaacgactge
cgactecogtyg
cacegtgteg
gaageactte

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
15640
1620
1680
1740
1800
1860
1920
19280
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
26490
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
35490
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920



atcgecegtga
tgecategact
gacteegtet
tecgtgagga
aggtgegget
acgtccacag
ggcacgecta
ttgacgteaa
atgggagtac
tattaataga
ggegtgagaa
c¢ctattgacy
gdggaggcgcee
gecctttegt
ggagacggte
gtcagegggt
actgagagtg
catcagattg

ccttgcacga
ggatgaggte
teggeagece
agtgcgagtt
tegagateeg
gcagaatgge
cegeccattt
tggggatgta
tgccaatgta
tattgatgta
cggatatgaa
tecaatgggea
atatacgtcea
ctegegegtt
acagettgte
gttggegggt
caccatatgce
gctattgg
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cgggtggacg
ctegatette
cgecgagaag
caggagcagg
catttettgt
ggttcecectaa
acgtcaatgg
cttggeagee
cectggegta
atgecaagtg
tgggcaatga
ttgagecagg
ataggacege
teggtgatga
tgtaagegga
gteggggetg
ggtgtgaaat

teccgactecyg
ttecaggtceeg
cagoecagga
cacaggtage
cgacactcega
acgaygcatty
aacgceccatt
ategegggece
cttecaatag
ggecatttac
gecatececat
cgggecattt
c¢atatgacy
cggtgaaaac
tgecgggage
gettaactat
accgeacaga

tgtacagegt
agatcacgtt
tgaagacgtg
actggatcga
cagatccaaa
cttatataga
tgegtcattyg
atttacagee
taatgtactt
cgtcattgac
tgacgtcaat
acegtaattg
tcaataggaa
ctctgacaca
agacaagecce
geggeateag
tgegtaagga

cgegtegatg
cacccagtte
tatacecggece
tatcgaccege
cgctectecyg
ccteoccatta
ccccteccca
attgacgteca
gecaagttac
gtcaataggy
ggtgggtggt
acgtcaatgg
agaccatgag
tgcagctece
gtcagggege
agcagattgt
gaaaataccg

4980
5040
5100
5160
5220
52890
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
5958

<210> 14

<211>5918

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Vector plasmidico sintético de expresion dual de IL15Ra+IL15tPA6 humana

<400> 14

47



coctggacatt
caacattace
ggtcattagt
cgectggetg
tagtaacgee
cccacttgge
acggtaaatg
ggcagtacat
tcaatgggeg
tcaatgggag
cageaceatt
ctegtttagt
gaagacacey
atggeeccega
ctgetgetec
cacgcagaca
tegggtttea
acgaatgteg
caccagegge
agectetece
gccacaactg
ggaaccacgg
aagaactggg
cacagegaca
gtgtegetee
atggaggcca
gagaactget
gtgcecetteta
gaaggtgcca
agtaggtgte
gaagacaata
aattgacecg
cectgtecac
agggetecge
agcccaccaa

taagtgcaga

gecatacgttyg
gecatgttga
tcatageeca
accgcccaac
aatagggact
agtacatcaa
geecgectgy
ctacgtatta
tggatagcgg
tttgttttgg
gacgcaaatg
gaacagtcag
ggacagates
ggcgggcgey
ggecgecgge
tctgggtcaa
agceggaagge
cecactggac
cegegacace
egtegggaaa
cagegatcegt
agatcagcag
aactcacgge
ccacggtgge
tggegtgeta
tggaggetot
cgeaccaccet
gttgecagee
cteccactgt
attctattet
gcaggcatge
gttectectg
geeactggtt
ctteaateee
accaaaccta

gggagagaaa
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tatccatate
cattgattat
tatatggagt
gacceocgec
ttecattgace
gtgtatcata
cattatgece
gtcatcgeta
tttgactcac
caccaaaatc
ggeggtagge
atcgectgga
agectcegeg
aggctgeegg
gacgegggge
gagectacage
cggcacgteoe
gacacecteyg
ctecacegta
ggageccegee
ccegggetec
tecatgagtee
gtecgectee
gatctacacy
ccteaagteg
gecggtgacg
ataatgagaa
atctgttgtt
cctttectaa
gggggatggg
tggggatgeg
ggecagaaag
cttagtteca
aceegetaaa
gectcoccaaga
atgcectcocaa

ataatatgta
tgactagtta
tccgegttac
cattgacgte
gteaatgggt
tgecaagtac
agtacatgac
ttaccatggt
ggggatttece
aacgggactt
gtgtacggtyg
gacgeccatce
ggegegegte
acceteggte
atcacgtgee
ttgtactece
agectgacgg
ctcaagtgeca
acgacggcgg
gcgtegtege
cagctgatge
toccacggea
caccageege
tecacggtee
aggeagacte
tgggggaceca
ttcacgegtg
tgceccteee
taaaatgagg
gtggggcagyg

gtgggctcta
aagcaggcac

gecccactca
gtacttggag
gtgggaagaa
catgtgagga
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catttatatt
ttaatagtaa
ataacttacyg
aataatgacg
ggagtattta
geccectatt
cttatgggac
gatgcocggttt
aagtctceac
tecaaaatgt
ggaggtctat
acgectgtttt
gaggaattcg
tccoggeget
cgccoccoat
gggageggta
agtgegtgtt
tecegegacce
gggtgaccce
ccagctegaa
cgtegaagte
cececetegea
cgggggtgta
tgetgtgtgg
ceeegetgge
gcageaggga
gatctgatat
cegtgactte
aaattgcecatce
acagcaaggyg
tgggtaccca
atccecttet
taggacacte
ceggtctetee
attaaagcaa

agtaatgaga

ggcteatgte
tcaattacgg

gtaaatggec
tatgttecca
cggtaaactg
gacgtcaatg
tttcctactt
tggcagtaca
cccattgacyg
cgtaacaact
ataagcagag
gacctccata
ctagcaagaa
gctactgete
gtcecgtggag
catctgeaac
gaacaaggcc
ggcectggtte
geagecggag
caacacggeyg
geogteocacy
aacgacggece
tecgecaagge
gctgagcgeg
cagcgttgag
tgaggacttg
cggatctget
cttgacectyg
geattgtetyg
ggaggattgg
ggtgctgaag
ctgtgacaca
atagctcagg
cteccteoate
gataggctat
gaaatcatag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160



aatttettee
ggtatecaget
aaagaacatg
ggegttttte
gaggtggega
cgtgegetet
gggaagegtg
tegetecaag
cggtaactat
cactggtaac
gtggectaac
agttacctte
cggtggtttt
tcctttgate
tttggtecatg
ttttaaatca
cagtgaggea
9999999999
aatcgceeca
ggtggacecag
aagatgcegtg
tecegtcaag
aaaaactcat
tatttttgaa
atggcaagat
aattteceet
tecggtgaga
ttacgetegt
tgagegagac
aaccggegea
tctaatacct
ggagtacgga
¢tgaccatet
tetggegeat
tegegagace
gagcaagacg
gcagacagtt
ttttgagaca
ccacaactag
tatttgtaace
tgtttcaggt
gtggtatgge
gaatteggeg
gactgcagga
tecegtgacgt
gtgtegtgga
cactteateg
tcgatgtgea
cagtttctgg
gctecacaca
cagatccaaa
cttatataga
tgegteattg
atttacegee
taatgtactt
cgtecattgac
tgacgtcaat
acegtaattg
tcaataggaa
cteotgacaca
agacaageec
geggeateag
tgcecgtaagga

gettectayge
cactcaaagg
tgagcaaaag
cataggctee
aacccgacaqg
cctgttecga
gegetttete
ctgggctgtyg
cgtettgagt
aggattagea
tacggetaca
ggaaaaagag
tttgtttgea
ttttctacgy
agattatcaa
atctaaagta
cctatcteag
cgetgaggte
teatecagee
ttggtgattt
atctgatect
tcagegtaat
cgagecatcaa
aaagceegttit
ccotggtateg
cgtcaasaat
atggcaaaaqg
catcaaaate
gaaatacgecg
ggaacactge
ggaatgetgt
taaaatgett
catctgtaac
cgggettece
atttatacce
tttccegttg
ttattgtteca
caacgtggat
aatgcagtga
cattataage
toagggggag
tgattatgat
cgecgggeca
actcecttgat
tecegttega
tcgacgegte
cogtgacctt
tegactggat
ctectettcot
geagcagcac
cgetecteeg
ccteccatta
ceecteoceca
attgacgteca
geccaagttac
gtecaataggg
ggtgggtagt
acgtcaatgg
agaccatgag
tgeagetece
gtcagggege
ageagattgt
gaaaataccg
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tecactgacte
cggtaatacyg
gocagcaaaa
geoececcetga
gactataaag
ccctgoeget
aatgctcacqg
tgcacgaace
ccaaceoggt
gagegaggta
ctagaaggac
ttggtagete
agcagcagat
ggtctgacge
aaaggatett
tatatgagta
cgatcetgtet
tgectegtga
agaaagtgag
tgaacttttg
tcaactcage
getatgecag
atgaaactge
ctgtaatgaa
gtetgogatt
aaggttateca
cttatgeatt
actegeatea
ategetgtta
cagegeatca
tttocegagy
gatggtegga
atecattggea
atacaatega
atataaatca
aatatggctec
tgatgatata
catccagaca
aaaaaatget
tgcaatazac
gtgtgggagyg
cgtcgaggat
tcacgacgtyg
gttettetee
cgacagcegag
ceccgacteg
gcacgacggg
gaggteeteg
gaatcgggea
acagcagage
acgtecccayg
ggcacgecta
ttgacgtcaa
atgggagtac
tattaataga
ggegtgagaa
cctattgacy
gggaggegee
geecctttegt
ggagacggte
gteagegggt
actgagagtyg
catcagattg

getgegeteg
gttatccaca
ggcecaggaac
cgagcatcac
ataccaggcg
taceggatac
ctgtaggtat
cecegtteay
aagacacgac
tgtaggeggt
agtatttggt
ttgateegge
tacgecgeaga
tcagtggaac
cacctagate
aacttggtet
atttegttca
agaaggtgtt
ggagccacgyg
etttgecacg
aaaagttega
tgttacaace
aatttattca
ggagaaaact
cegactcogte
agtgagaaat
tetttecaga
accaaacegt
aaaggacaat
acaatatttt
atcgcagtgg
agaggecataa
acgetacectt
tagattgteg
gcatccatgt
ataacaccce
tttttatett
tgataagata
ttatttgtga
aagttaacaa
ttttttaaay
ctggatctgg
ttgatgaaca
tecagetect
ttgttegeca
agcgagatga
tggacgtceg
atcttettiea
tggattteet
ccetetottea
gcagaatgge
cegeccattt
tggggatgta
tgccaatgta
tattgatgta
cggatatgaa
tcaatgggea
atatacgtca
ctegegegtt
acagcttgte
gttggegagt
caccatatge
gctattgg
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gtegttegge
dgaatcagggg

egtaaaaagy
aaaaatcgac

ttteoeccectyg
ctgtecgect
ctecagttegy
cecgaceget
ttategecac
getacagagt
atetgegete
aaacazacca
aaaaaaggat
gaaaactcac
cttttaaatt
gacagttace
tccatagttg
gctgacteat
ttgatgagag
gaacggtcetyg
tttattcaac
aattaaccaa
tatcaggatt
caccegaggca
caacatcaat
caccatgagt
cktgtteaac
tattecatteg
tacaaacagg
cacctgaatc
tgagtaacca
attceogtcag
tgeccatgttt
cacctgatty
tggaatttaa
ttgtattact
gtgcaatgta
cattgatgag
aatttgtgat
caacaattge
caagtaaaac
atcegttaac
tetggacgat
cgeacteoctt
ggatgatcag
cttggagecte
actecegtgta
ggtecgagat
ggctgggega
ttgeatecat
ggttcectaa
acgtcaatgg
cttggcagec
cectggegta
ctgecaagtyg
tgggeaatga
ttgagccaag
ataggacecge
teggtgatga
tgtaagegga
gteggggetqg
ggtgtgaaat

tgcggegage
atascgcagy
cogegttget
gctcaagtca
gaagctecect
ttectecette
tgtaggtegt
gegecttate
tggcagcage
tettgaagtg
tgctgaagee
ecgetggtag
ctcaagaaga
gttaagggat
aaaaatgaag
aatgettaat
cctgactegg
accaggectg
ctttgttgta
egttgteggg
aaageegecy
ttetgattag
atcaatacca
gttecatagy
acaacctatt
gacgactgaa
aggccageca
tgattgegee
aatcgaatge
aggatattct
tgcatcatca
ccagtttagt
cagaaacaac
ccegacatta
tegeggecete
gtttatgtaa
acatecagaga
tttggacaaa
getattgett
attcatttta
ctcetacaaat
cgatatcege
gtgcacgaac
goagcocgac
gttetecace
caggaggaag
cagegtegeg
cacgttcace
aacgaagact
ttettgtega
acgagcattg
aacgcccatt
atcgegggec
cttecaatag
ggccatttac
gceateccat
cgggcecattt
ccatatgacy
cggtgaaaac
tgcegggage
gcttaactat
accgceacaga

2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
33200
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5918
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<210> 15

<211> 5736

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Vector plasmidico sintético de expresion dual de IL15sRa(soluble)+IL15tPA6 humana

<400> 15

50



cctggccatt
caacattacc
ggtcattagt
cgectggetg
tagtaacgee
cccacttgge
acggtaaatg
ggcagtacat
teaatgggeg
teaatgggag
cegececatt
ctegtttagt
gaagacacceqg
atggccecega
ctgetgctee
cacgcagaca
tecgggtttea
acgaatgteg
caccageggce
agectctege
gccacaactqg
ggaaccacdg
aagaactggg
cacagcegaca
gecttctagt
aggtgccact
taggtgtcat
agacaatage
ttgacccggt
ctgtecacge
ggcteocgect
cccaccaaac
agtgcagagy
tttetteege
tatcagetca
agaacatgtg
cgttttteca
ggtggcgaaa
tgcgctctee
gaagcgtgge
gctecaaget
gtaactateg
ctggtaacaqg
ggectaacta
ttaccttegg
gtggtttttt
ctttgatctt
tggtcatgag
ttaaatcaat
gtgaggcace
g9999999cg
tecgececcate
tggaccagtt
gatgegtgat
ccgteaagtc
aaactcateg

geatacgttyg
gecatgttga
tcatageeea
acegeccaac
aatagggact
agtacatcaa
goccogectygg
ctacgtatta
tggatagegg
tttgttttgg
gacgcaaatg
gaaccgtcag
ggaccgatce
ggegggegcyg
ggecgeeggae
tetgggtcaa
agcggaagge
cccactggac
cegegecace
cgtogggaaa
cagcgategt
agatcagcaqg
aactcacgge
ccacgtaatg
tgecagecat
cccactgtec
tetattetgg
aggcatgcectg
tectectgygy
cecctggttet
teaateecac
caaacctage
gagagaaaat
tteoetegete
ctcaaaggeg
agcaaaaggc
taggeteege
cccgacagga
tgttecgace
getttetecaa
gggetgtgty
tettgagtce
gattagecaga
aggetacact
aaaaagagtt
tgtttgcaag
ttetacgggg
attatcaaaa
ctaaagtata
tatcteageg
ctgaggtetyg
atccagccag
ggtgattttg
ctgatcctte
agcegtaatge
agcatcaaat
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tatccatate
cattgattat
tatatggagt
gaccocoogee
ttecattgac
gtgtatcata
cattatgecec
gtcategcta
tttgactcac
caccaaaatc
ggeggtagge
atcgectgga
agecteegeg
aggetgecgg
gacgegggge
gagctacage
cggcacgtec
gaccccceteg
ctecaccgta
ggageecgec
ceegggetee
tecatgagtce
gtccgeectec
agaattcgeg
ctgttgtttyg
tttectaata
ggggtggagt
gggatgeggt
ccagaaagaa
tagtteccage
cegetaaagt
ctecaagagt
gectocaaca
actgactcge
gtaatacggt
cagcaaaagg
cecectgacg
ctataaagat
ctgecgetta
tgectcacget
cacgaacccc
aacccggtaa
gegaggtaty
agaaggacag
ggtagcetett
cagcagatta
tetgacgete
aggatcttea
tatgagtaaa
atctgtctat
cctegtgaag
aaagtgaggg
aacttttget
aactcagcaa

tetgecagtyg
gaaactgcaa

ataatatgta
tgactagtta
teegegttac
cattgacgte
gteaatgggt
tgecaagtac
agtacatgac
ttaccatggt
ggggatttec
aacgggactt
gtgtacggtg
gacgccatece
gacgegegte
acccteggte
atcacgtgece
ttgtactece
agectgacgg
ctcaagtgca
acgacggcegyd
gegtegtege
cagetgatge
teccacggea
caceagecge
gatatcggtt
ceccteceee
aaatgaggaa
dggggceaggac
gggctetatg
gcaggeacat
cccactcata
acttggageg
gggaagaaat
tgtgaggaag
tgegeteggt
tatccacaga
ccaggaaccg
agcatcacaa
accaggegtt
ceggatacet
gtaggtatet
cegttcagec
gacacgactt
taggcggtge
tatttggtat
gatccgygeaa
cgcgeagaaa
agtggaacga
cctagatect
cttggtctga
ttcgttcate
aaggtgttge
agecagcggtt
ttgecacgga
aagttegatt
ttacaaccaa
tttattcata
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catttatatt
ttaatagtaa
ataacttacg
aataatgacg
ggagtattta
gccccctatt
cttatgggac
gatgeggttt
aagtctecac
tcecaaaatgt
ggaggtctat
acgetgtttt
gaggaattcg
teeccggeget
cgececceat
gggageggta
agtgegtgtt
tecgegacee
gggtgacece
ccagetegaa
cgtcgaagte
ccecctagea
cgagggtgta
aacggatcca
gtgecttect
attgecatcege
agcaagygggy
ggtacccagg
ceccettetet
ggacactcat
gtctetecct
taaagcaaga
taatgagaga
cgtteggetg
atcaggggat
taaaaaggce
aaatcgacge
teecectgga
gtecgecttt
cagtteggty
cgacegetge
atcegecactg
tacagagttce
etgegetetyg
acaaaccace
aaaaggatct
aaactcacgt
tttaaattaa
cagttaccaa
catagttgee
tgacteatac
gatgagagct
acggtctgeg
tattcaacaa
ttaaccaatt
tcaggattat

gygcteatgte
tcaattacgg
gtaaatggcec
tatgtteeca
cggtaaactg
gacgtcaatg
tttectactt
tggcagtaca
cccattgacy
cgtaacaact
ataagcagag
gacctecata
ctageaagaa
getactgete
gteegtggag
catctgeaad
gaacaaggee
ggcectggtt
gcagecgdayg
caacacggeqg
gecgtecacy
aacgacggee
tocgeaagyge
gatcetgetgt
tgaccetgga
attgtcetgag
aggattggga
tgctgaagaa
gtgacacace
agctcaggay
ccetecatcag
taggctatta
aatcatagaa
cggcgagegy
aacgcaggaa
gegttgetgg
tcaagtcaga
agcteecteg
cteecttegg
taggtegtte
gcettatecg
gcagcageca
ttgaagtggt
ctgaagecag
getggtageg
caagaagatce
taagggattt
aaatgaagtt
tgcttaatca
tgacteggaqg
caggectgaa
ttgttgtagyg
ttgtegggaa
ageegeegte
ctgattagaa
caataccata

60
120
180
2490
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
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tttttgaaaa
ggcaagatcce
tttececeteg
cggtgagaat
acgetcegtea
agcgagacga
ccggegeagg
taatacctgg
agtacggata
gaccatctca
tggcgcatcyg
gcgagcccat
gcaagacgtt
agacagtttt
ttgagacaca
acaactagaa
tttgtaacca
tttecaggtte
ggtatggetg
attcggegey
ctgcaggaac
cgtgacgttc
gtcgtggatc
cttecategee
gatgtgcatc
gtttctgget
tecacacage
gatccaaacg
tatatagacc
cgtecattgece
ttacegecat
atgtacttge
tcattgacgt
acgtcaatgg
cgtaattgac
aataggaaag
ctgacacatg
acaageecegt
ggcatcagag
cgtaaggaga

agecgtttet
tggtatcggt
tcaaaaataa
ggcaaaagcet
tcaaaatcac
aatacgegat
aacactgcca
aatgectgttt
aaatgettga
tcoctgtaacat
ggcttececat
ttatacccat
teccegttgaa
attgttcatg
acgtggateca
tgcagtgaaa
ttataagetg
agggggaggt
attatgatcg
cegggeecte
tecttgatgt
cegttegacyg
gacgegtecec
gtgaccttge
gactggatga
cctettetga
ageageacae
ctcetecegac
tcceattagg
cctecceatt
tgacgtcaat
caagttacta
caataggggy
tgggtggtce

gteaatggyg
aceatgagge

cagctecegg
cagggegegt
cagattgtac
aaataccgea
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gtaatgaagyg
ctgegattece
ggttatcaag
tatgeattte
tegecatcaac
cgetgttaaa
gcgcatcaac
tecceggggat
tggtcggaag
cattggceaac
acaatcgata
ataaateage
tatggcteat
atgatatatt
tccagacatg
aaaatgettt
caataaacaa
gtgggaggtt
tegaggatet
acgacgtgtt
tettetecte
acagcegagtt
ccgactegag
acgacgggty
ggtecteogat
ategggcatg
agcagagecce
gtececagge
cacgectace
gacgtcaatg
gggagtactyg
ttaatagata
cgtgagaacyg
tattgacgte
gaggegecat
cctttegtet
agacggtcac
cagegagtat
tgagagtgca
tcagattgge

agaaaactca
gactaegtaca
tgagaaatca
tttecagact
caaacagtta
aggacaatta
aatatttteca
cgecagtggtg
aggcataaat
getacetttg
gattgtegea
atccatgttg
aacacccett
tttatcttgt
ataagataca
atttgtgaaa
gttaacaaca
ttttaaagca
ggatctggat
gatgaacate
cagctecteg
gttegecagy
cgagatgact
gacgteocgace
cttettcagy
gatttectgg
tetottcatt
agaatggegg
geecatttac
gggatgtact
ccaatgtace
ttgatgtact
gatatgaatg
aatgggcatt
atacgtcaat
cgegegttte
agettgtetyg

tggegggtgt

ccatatgeogg
tattgg

ccgaggecagt
acatcaatac
ccatgagtga
tgttcaacag
ttcattegtg
caaacaggaa
cctgaatcag
agtaaccatg
tcecgtcagee
ceatgtttea
cetgattgee
gaatttaate
gtattactgt
gcaatgtaac
ttgatgagtt
tttgtgatge
acaattgecat
agtaazacct
ccgttaaceg
tggacgatgt
cactecttge
atgatcaggt
tggageteca
tcegtgtaca
teccgagatca
ctgggcgaaa
gcatccattt
tteectaaac
gtcaatggaa
tggcagecat
ctggegtact
gccaagtggg
ggcaatgage
gagccaggeyg
aggacegece
ggtgatgacy
taageggatg
eggggetgge
tgtgaaatac

tecataggat
aacctattaa
cgactgaatc
gecagecatt
attgegectg
tcgaatgeaa
gatattette
cateatcagg
agtttagtet
gaaacaactc
cgacattatce
geggectoga
ttatgtaage
atcagagatt
tggacaaace
tattgettta
tcattttatyg
ctacaaatgt
atatcegega
gcacgaacga
agcecgactc
tctecacegt
ggaggaagea
gogtegegte
cgttcaccea
cgaagactge
cttgtcgaca
gagcattget
cgeccatttg
cgcgggecat
tccaatagta
ccatttaccg
catcccattg
ggecatttac
atatgacgte
gtgaaaacct
ccgggagcag
ttaactatge
cgcacagatg

3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5736

<210> 16

<211> 6369

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Vector plasmidico sintético de la proteina de fusion slL-15Ralpha-Fc, DPhulL15sRa205FC+huGMIL15

<400> 16

52



actggecatt
caacattace
ggtcattagt
cgectggetg
tagtaacgece
cccacttgge
atggtaaatg
ggcagtacat
tcaatgggeg
tcaatgggag
ccgececatt
ctegtttagt
gaagacacecg
cegaggeggg

gcatacgttg
geeatgttga
tcatagecca
accgeocaac
aatagggact
agtacatcaa
geccgectgg
ctacgtatta
tggatagegg
tttgttttgg
gacgcaaatg
gaaccgteag
ggaccgatce
cgcgaggetyg
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tatccatate
cattgattat
tatatggagt
gacececgec
ttecattgac
gtgtatcata
cattatgecec
gtcatecgceta
tttgactcac
caccaaaatc
ggeggtagge
ategectgga
agectoegeg
ccggaceccte

ataatatgta
tgactagtta
tececgegttac
cattgacgtc
gtcaatgggt
tgeccaagtac
agtacatgac
ttaccatggt
ggggatttce
aacgggactt
gtgtacggtyg
gacgceatee
ggegegegte
ggtcteceqgy

53

catttatatt
ttaatagtaa
ataacttacg
aataatgacg
ggagtattta
gcoccectatt
cttatgggac
gatgeggttt
aagtctecac
tccaaaatgt
ggaggtctat
acgetgtttt
gacgctagea
cgetgetact

ggctecatgte
tcaattacgg

gtaaatggcce
tatgttecca
cggtaaactg

gacgtcaatyg
tttectactt
tggcagtaca
cegattgacy
cgtaacaact
ataagcagag
gacctcecata
agaaatggee
gotectgetg

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840



ctecggeage
gacatctggg
ttcaagegga
gtegeccact
cggecegege
tcccegtegg
actgcagega
acggagatca
tgggaactea
gacaccacge
etgetagggag
tegeggacte
aagtteaact
gagcagtaca
ctcaacggga
aagacgatct
tcgegggacyg
ccatcggaca
acgectecgy
aagagoeggt
aaccactaca
goeggatateoyg
ttgeeccteoc
ataaaatgag
ggtggggcag
ggtgggctet
gaagcaggoa
ageeecacte
agtacttgga
agtgggaaga
acatgtgagy
cgetgegete
ggttatccac
aggacadgegaa
acgagceatca
gataccagge
ttaccggata
getgtaggata
cccccgttoa
taagacacga
atgtaggcgyg
cagtatttgyg
cttgatcegg
ttacgogeag
ctecaghtggaa
tcacctagat
aaacttggte
tatttegtte
aagaaggtgt
gggagccacyg
getttgececac
caaaagtteg
gtgttacaac
caatttattc
aggagaaaac
tecgactegt
aagtgagaaa
ttetttecag
aaccaaaceq
aaaaggacaa
aacaatattt
gategeagtyg
aagaggeata
aacgotacet
atagattgte

cggcgacgeg
tcaagageta
aggceggeac
ggacgaceee
cacoctecac
gaaaggagce
tegteccgag
geagteatga
eggegtecge
cgaagtectyg
gtecgagegt
cegaggtcac
ggtacgttga
actcgacgta
aggagtacaa
cgaaggcogaa
agectgacgaa
tegeggtgga
tgcetegacte
ggcagcagqyg
ceccagaagte
gttaacggat
cecegtgectt
gaaattgeat
gacagcaagqg
atgggtacec
catcecette
ataggacact
geggtcetete
aattaaagca
aagtaatgag
ggtegttegy

agaatcaggyg
cegtaaaaag

caaaaatcga
gttteoeceat
cotgtcaegee
tecteagkteg
gooogacege
cttatcgeca
tgctacagag
tatetgeget
caaacaaacc
aaaaaaagga
cgaaaactca
gattttaaat
tgacagttac
atccatagtt
tgctgactea
gttgatgaga
ggaacggtet
atttattecaa
caattaacca
atatcaggat
tcacegaggce
ccaacatcaa
tcaccatgag
acttgttcaa
ttattcatte
ttacaaacag
tcacctgaat
gtgagtaace
aattecgtea
ttgecatgtt
geacctgatt
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gggcatcacg
cagettgtac
gtccagecty
ctegeteaag
egtaacgacg
cgecgegteyg
cteccagety
gtcctececac
ctoecaccay
cgacaagacd
gttectette
ctgegtegtg
cggegtagag
cegagtegtyg
gtgcaaggtyg
gggccagoese
gaaccaggtt
gtgggagage
ggacgggtcg
caacgtgtte
geteagtetg
ccaqatetac
ccktgacect
cgcattgtct
gggaggattg
aggtgetgaa
tectgtgacac
catagetecag
cctocecteat
agataggeta
agaaatecata
ctgeggesgag
gataacgeag
geegegttge
cgeteaagte
ggaagetecee
tttctecctt
gtgtaggteq
tgegeaettat
ctggcageag
ttettgaagt
ctgetgaage
accgoetggta
totcaagaag
cgttaaggga
taaaaatgaa
caatgcttaa
gectgacteg
taccaggect
getttgttgt
gegttgtegy
caaagoeges
attetgatta
tatcaatacce
agttecatag
tacaacctat
tgacgactga
caggeecagee
gtgattgege
gaategaatg
caggatatte
atgcatcate
gecagtttag
tcagaaacaa
geccgacatt

tgocceogoece
tecogggage
acggagtgeg
tgeatecgey
gegggggtga
tegeccaget
atgeegtega
ggcacccect
ccgeegggayg
cacacgtgca
ccgoccaage
gtagacgteca
gtgcacaacyg
teggtoctga
tegaacaagy
agggagecce
toectgacgt
aacgggeage
ttcttectct
tectgetegg
agceocgggga
tgtgecttict
ggaaggtgce
gagtaggtgt
ggaagacaat
gaattgacece
accctgteca
gagggetceg
cageccacca
ttaagtgcag
gaatttctte
cggtatcage
gaaagaacat
tggegtitttt
agaggtggeg
tegtgegete
cgggaagegt
ttegetecaa
ceggtaacta
ccactggtaa
gagtggocctaa
cagttacett
geggtggttt
atcctttgat
ttitggtecat
gttttaaate
teagtgagge
9999999999
gaatecgeced
aggtggacca
gaagatgegt
gtecegteaa
gaaaaactea
atatttttga
gatggcaaga
taatttecee
ateceggtgag
attacgeteyg
ctgagegaga
caaceggege
ttetaatace
aggagtacgg
tetgaccate
ctotggegea
ategegagee
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coaktgtecgt
ggtacatetg
tgttgaacaa
acceggeect
cocecgeagec
cgaacaacag
agtcgeegte
cgcaaacgac
tgtatcoegea
ctecctgoce
cgaaggacacg
gocacgagga
cgaagacgaa
cegtectgea
cgctecetge
aggtctacac
gecteogtcaa
cggagaacaa
actcgaaget
tgatgcacga
agtaatgagg
agttgccage
actececactg
cattctattc
agcaggcatg
ggttectect
cgecectggt
ccttcaatee
aaccaaacct
agggagagaa
cgetteocteg
tecactcaaag
gtgagcaaaa
ccataggete
aaacocgaca
tectgtteecy
ggecgctttct
getgggetgt
tegtettgag
caggattage
ctacggctac
cggaaaaaga
ttttgtttge
cttttctacg
gagattatca
aatctaaagt
acctatcteca
gegotgaggt
atcatccage
gttggtgatt
gatctgatec
gtcagegtaa
tcgagcateca
aaaageoegtt
tecetggtate
teghceaaaaa
aatggcaaaa
tcatcaaaat
cgaaatacgc
aggaacactg
tggaatgetg
ataaaatgct
tcatetgtaa
tegggettee
catttatace

ggageacgea
saactcgggt
ggecacgaat
ggttcacecag
ggagagecte
ggcggccaca
cacgggaace
ggccaagaac
aggecacage
ggegoccgay
getcatgate
cocggaggte
geegegggay
ccaggactgyg
cacgategayg
gctocogoca
gggettetac
ctacaagace
gacegtegac
ggccctecas
atccgaatte
catctgtigt
tectttecta
tggggggtygg
ctggggatge
gggecagaaa
tettagttee
cacecgetaa
agectccaag
aatgecteca
ctecactgact
geggtaatac
ggccagcaaa
egeceecetg
ggactataaa
accctgecge
catagcteac
gtgcacgaac
tcoccaaccegyg
agagegaggt
actagaagaa
gttggtaget
aagcagcaga
gggtetgacyg
aaaaggatet
atatatgagt
gcgatetgte
ctgectagty
cagaaaghga
ttgaactttt
ttecaactecag
tgetetgeca
aatgaaactg
tetgtaatga
ggtctgegat
taaggttate
gcttatgeat
cacteogeate
gategetgtt
ccageogeate
ttttocceggg
tgatggtegg
catcattgge
catacaatcg
catataaate

300

960

1020
1080
1140
12900
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1320
1380
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2949
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
47490
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agcatccatg
cataacacee
atttttatet
atgataagat
tttatttgtyg
caagttaaca
gttttttaaa
tetggateeg
gaacatctgg
ctectegeac
cgcecaggatg
gatgacttgg
gtecgactec
cttecaggtec
tagecaggetce
ggcagaatgg
accgeccatt
atggggatgt
ctgccaatgt
atattgatgt
acggatatga
gtcaatggge
catatacgte
tetegagagt
cacagettgt
tgttggceggy
gcaccatatg

ggctattgg

<210> 17
<211> 436
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ttggaattta
ettgtattac
tgtgcaatgt
acattgatga
aaatttgtga
acaacaattg
gcaagtaaaa
ttaaccgata
acgatgtgeca
tecttgeage
atcaggttet
agctecagga
gtgtacagecg
gagatcacgt
tggagccaca
cggtteoccta
tacgtcaaty
acttggeage
accctggegt
actgeccaagt
atgggcaatyg
attgagceag
aataggaccg
tteggtgatg
ctgtaagegy
tgtegggget
cggtgtgaaa
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atcgeggect
tgtttatgta
aacatcagag
gtttggacaa
tgectattget
cattcatttt
cctctacaaa
teagegaatt
cgaacgactyg
ccgactecgt
ccaccgtgte
ggaagcactt
tegegtcegat
tcacccagtt
tttettgteg
aacgagcatt
gaacgeceat
categeggge
acttcocaata
gggecattta
agecatecea
gegggecatt
ccecatatgac
acggtgaaaa
atgecgggag
ggettaacta
tacegeacag

cgagcaagac
agcagacagt
attttgagac
accacaacta
ttatttgtaa
atgtttcagg
tgtggtatgg
cggegegeag
caggaactcee
gacgtteceg
gtggatcgac
categeegtyg
gtgcategac
cgagatgetg
acagatccaa
gcttatatag
ttgegtcecatt
catttacege
gtaatgtact
ccgteattga
ttgacgtcaa
tacegtaatt
gtcaataggt
cctetgacac
cagacaagcec
tgeggeatea
atgcgtaagg

gtttceegtt
tttattgtte
acaacgtgga
gaatgcagtg
ccattataag
ttcaggggga
ctgattatga
ggeccteacg
ttgatgticet
ttecgacgaca
gegteceeeg
acettgeacy
tggatgagygt
caggecaceqg
acgetectce
acctoceatt
gececteces
cattgacgtc
tgceccaagtta
cgtcaatagg
tggtgggtgg
gacgtcaatg
aagaccatga
atgcagctcce
cgtcagggeg
gagcagattg
agaaaatacc

<223> Proteina de fusion sintética slL-15Ralpha-Fc, hulL15sRa205-Fc

<400> 17
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gaatatggct
atgatgatat
tcateccagac
aaaaaaatgce
ctgcaataaa
ggtgtgggag
tegtegagga
acgtgttgat
tctectecag
gegagttgtt
actcgagega
acgggtggac
cetegatett
tocccaggag
gacgtcocoea
aggeacgect
attgacgtca
aatgggagta
ctattaatag
gggegtgaga
tectattgac
ggggaggcge
ggcecttteg
cggagacggt
cgtcageggg
tactgagagt
gcatcagatt

4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
€120
€180
6240
6300
6360
6369



Met
Leu
Cys=
Tyxr
65

Thr
Pro
Ala
Pro
Ala
145
Gly
Gln

Pro

Cys
Gly
225
Mot
His
val
Tyr
Gly
305
Ile
Val
Ser
Glu
Pro

385
val

Ser

Ala
Leu
Pro
Ser
50

Lys
Asn
Ala
Gly
Ala
130
Ile
Thr
Thr

Pro

Asp
210
Gly
Ile
Glu
His
Arg
290
Lys
Glu
Tyx

Leu

Trp
370
vVal
Asp
His

Pro

<210> 18
<211> 131

Pro
Leu
Pro
35

Leu
Ala
Val
Leu
Val
115
Ala
Val
Thr
Thr
Gly
195
Lys
Pro
Ser
Asp
Asn
275
Val
Glu
Lys
Thr
Thr
355
Glu
Leu
Lys
Glu

Gly
435

Arg
Leu
20

Pro
Tyr
Gly
Ala
Val
100
Thr
Ser
Pro
Glu
Ala

180
Val

Thr
Sex
Arg
Pro
260
Ala
Val
Tyr
Thr
Leu
340
Cys
Ser
Asp
Ser
Ala

420
Lys

Ser
Thr
His
85

His
Pro
Ser
Gly
Ile
165
Lys

Tyr

His
Val
Thr
245
Glu
Lys
Ser
Lys
Ile
325
Pro
Leu
Asn
Ser
Arg

405
Leu

Ala
Leu
Ser
Arg

Ser
70

Trp
Gln
Gln
Pro
Ser
150
Ser

Asn

Pro

Thr
Phe
230
Pro
Val
Thr
Val
Cys
310
Ser
Pro
Val
Gly
Asp
390
Txp

His
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Arg
Leu
Val
Glu
55

Ser
Thr
Arg
Pro
Ser
135
Gln
Ser
Trp

Gln

Cys
215
Leu
Glu
Lys
Lys
Leu
295
Lys
Lys
Ser
Lys
Gln
375
Gly
Gln

Asn

Gly
Arg
Glu
40

Arg
Leu
Thrx
Pro
Glu
120
Ser
Leu
His
Glu
Gly
200
Pro
Phe
val
Phe
Fro
280
Thrx
Val
Ala
Arg
Gly
360
Pro
Ser

Gln

His

Cys
Pro
25
His
Tyr
Thr
Pro
Ala
105
Sarl
Asn
Met
Glu
Leu

185
His

Pro
Pro
Thr
Asn
265
Arg
Val
Ser
Lys
Asp
345
Phe
Glu
Phe

Gly

Tyr
425

56

Arg
10

Pro
Ala
Ile
Glu
Ser
20

Pro
Leu
Asn
Pro
Sexr
170
Thr

Ser

Cys
Pro
Cys
250
Trp

Glu

Asn
Gly
330
Glu
Tyr
Asn
Phe
Asn

410
Thr

Thr
Ala
Asp
Cys
Cys
15

Leu
Pro
Ser
Thr
Ser
155
Ser

Ala

Asp

Pro
Lys
235
val
Tyrx
Glu
His
Lys
315
Gln
Leu
Pro
Asn
Leu
395

Val

Gln

Thr
Ile
Asn
60

Val
Lys
Ser
Pro
Ala
140
Lys
His

Ser

Thr

Ala
220
Pro
Val
val
Gln
Gln
300
BAla
Pro
Thrx
Ser
Tyr
380
Tyr
Phe

Lys

Gly
Arg
Trp
45

Ser
Leu
Cys
Thr
Ser
125
Ala
Serxr
Gly
Ala
Thr
205
Pro
Lys
Val
Asp
Tyr
285
Asp
Leu
Arg
Lys
Asp
365
Lys
Ser

Ser

Ser

Leu
Gly
Val
Gly
Asn
Ile
Val
110
Gly
Thr
Pro
Thr
Ser

190
Pro

Glu
Asp
Asgp
Gly

270
Asn

Trp
Pro
Glu
Asn
350
Ile
Thr
Lys
Cys

Leu
430

Pro
15

Ile
Lys
Phe
Lys
Arg
95

Thr
Lys
Thr
Ser
Pro
175
His

Lys

Leu
Thr
vVal
255
val
Ser
Leu
Ala
Pro
335
Gln
Ala
Thr
Leu
Ser

415
Ser

Ala
Thr
Ser
Lys
Ala
80

Asp
Thr
Glu
Ala
Thr
160
Sar

Gln

Sar

Leu
Leu
240
Ser
Glu
Thr
Asn
Pro
320
Gln
Val
Val
Pro
Thr
400
Val

Leu



10

15

20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 598 005 T3

<223> Proteina de fusion GMCSF-IL15 sintética humana, huGMCSF-IL15

<400> 18

Met Trp Leu

1
Ser Asn Trp

Ile Gln Ser
35
His Pro Ser
50
Gln Val Ile
65
Glu Asn Leu

Val Thr Glu

Ile Lys Glu

115

Asn Thr Ser
130

<210> 19
<211> 6354
<212> ADN

Gln
Val
20

Mat
Cys
Ser
Ile
Ser

100
Phe

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Vector

<400> 19

Ser
Asn
Hisg

Lys

Ile
85
Gly

Leu

Leu
vVal
Ile
Val
Glua
70

Leu
Cys

Gln

plasmidico
AG256DPhulL15sRA200FC+huGMIL15 huGMCSF-IL15

Leu
Ile
Asp
Thr
55

Ser
Ala
Ly=s

Sear

Ser
Ala
40

Ala
Gly
Asn

Glu

Phe
120

sintético

Leu
Asp
25

Thr
Met
Asp
Asn
Cys

105
Val

de

57

Gly Thr Vval

10

Leu Lys Lys

Leu Tyr Thr

Lys Cys Phe

60

Ala Ser Ile

75

Ser Leu Ser

90

Glu Glu Leu

His Ile Val

la

proteina

Ala
Ile
Glu
45

Leu
His
Ser

Glu

Gln
125

de

Cys
Glu
30

Ser

Leu

Asp

Glu
110
Met

Ser
15

Asp
Asp
Glu
Thr
Gly
85

Lys

Phe

fusion

Ile
Leu
Vval
Leu
Val
80

Asn

Asn

Ile

IL-15Ralpha-Fc,



cctggeecatt
caacattacc
ggtcattagt
cgectggetg
tagtaacgcc
cccacttgge
atggtaaatg
ggcagtacat
tecaatgggeg
tcaatgggag
cageeccatt
ctegtttagt
gaagacaccg
ccgaggeagg
ctceggeege
gacatctggg
ttcaagcgga
gtegeccact
cggeeacgege
teeecegtegg
actgecagega
acggagatca
tgggaactca
tectgegaca
agegtgttec
gtcacctgeg
gttgacggcg
acgtaccgag
tacaagtgca
gcgaagggcce
acgaagaace
gtggagtggyg
gactcggacyg
cagggcaacyg
aagtcgetca
cggatocaga
gectteatty
tgecategeat
caagggggag
tacccaggty
ccttetetgt
acactcatag
cteteectee
aagcaagata
atgagagaaa
ttecggetgeg
caggggataa
aaaaggccge
atcgacgete
cccetggaag
ccgectttet
gtteggtgta
acegetgege
cgecactgge
cagagttcett
gegetotget
aaaccaccge
aaggatctca

gecatacgttg
gecatgttga
teatagaoca
accgeccaac
aatagggact
agtacatcaa
gecegoectgg
ctacgtatta
tggatagegg
tttgttttgg
gacgcaaatg
gaaccgtcag
ggaccgatce
cgegaggetg
cggegacgeg
tcaagageta
aggecggceac
ggacgacaec
caccetccac
gaaaggagece
tegtceeeggyg
gcagtcatga
cggegteage
agacgeacac
tettecegec
tegtggtaga
tagaggtgea
tegtgteggt
aggtgtcgaa
ageecaggga
aggttteccct
agagcaacgg
ggtcgttett
tgttetectg
gtctgageae
tetgetgtge
accctggaag
tgtctgagta
gattgggaag
ctgaagaatt
gacacaceet
cteaggaggy
ctcatcagec
ggctattaag
tcatagaatt
gegageggta
cgcaggaaag
gttgetggeg
aagtcagagg
ctecetegtg
ccctteggga
ggtcgttege
cttatceggt
agcagecact
gaagtggtgg
gaagecagtt
tggtageggt
agaagatact
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tatcecatate
cattgattat
tatatggagt
gaceaoegeo
ttecattgac
gtgtatecata
cattatgeec
gteategeta
tttgactcac
caccaaaatc
ggeggtagge
atcgectgga
agcctoogeg
coggacccete
gggcatcacg
cagettgtac
gtccagectg
ctegetcaag
cgtaacgacqg
cgcegegteg
cteccagetyg
gtecteocecac
ctcccaccag
gtgecctceee
caagccgaag
cgteoagecac
caacgegaag
cotgacegte
caaggegete
gecccaggte
gacgtgccte
gcageceggag
cctetacteg
cteggtgatyg

ggggaagtaa
cttectagttg

gtgccactce
ggtgtcatte
acaatageaqg
gacceggtte
gtccacgece
ctaecgeette
caccaaacca
tgcagaggga
tettecgatt
tcagetecact
aacatgtgag
ttttteocata
tggcgaaace
cgeoteteactyg
agcegtggege
tccaagcectgg
aactatcgtc
ggtaacagga
cctaactacg
acctteggaa
ggtttttttg
ttgatctttt

ataatatgta
tgactagtta
tecegegttac
cattgacgte
gtcaatgggt
tgeccaagtac
agtacatgac
ttaccatggt
ggggatttec
aacgggactt
gtgtacggtg
gacgecatec
ggegegegte
ggtctecegy
tgecegecce
tecccgggage
acggagtgeg
tgcatcegeg
gcgggggtga
tegeecaget
atgecgtega
ggcaccecct
cegecgggdg
tgececggege
gacacgctca
gaggacccyg
acgaagecege
ctgcaccagg
cctgeececga
tacacgctee
gtcaagggct
aacaactaca
aagetgacceyg
cacgaggecce
tgaggatceg
ccageccatet
cactgtecctt
tattetggag
geatgetggg
ctcoctgggee
ctggttetta
aatcccacce
aacctagccet
gagaaaatge
ccteogeteac
caaaggeggt
caaaaggceca
ggetaegeeo
cgacaggact
ttecgacect
tttetecatag
getgtgtgea
ttgagtccaa
ttagcagagc
gctacactag
aaagagttgg
tttgecaagea

ctacggggtc
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catttatatt
ttaatagtaa
ataacttacg
aataatgacg
ggagtattta
goceectatt
cttatgggac
gatgcggttt
aagtctecac
tecaaaatgt
ggaggtctat
acgetgtttt
gacgctagea
cgetgetact
ccatgtcegt
ggtacatctg
tgttgaacaa
aceccggcect
ccecgeages
cgaacaacac
agtegecgte
cgcaaacgac
tgtateccgea
ccgagetget
tgatctcgeg
aggtcaagtt
gggaggagca
actggctcaa
tcgagaagac
cgeecategeg
tctacccate
agaccacgece
tcgacaagag
tccacaacca
aattcgegga
gttgtttgee
tcetaataaa
ggtggggtgg
gatgeggtgg
agaaagaagc
gttccagcec
gctaaagtac
ccaagagtgg
ctccaacatg
tgactegetg
aatacggtta
gcaaaaggcece
ccctgacgag
ataaagatac
gcegcttace
ctecacgetgt
cgaaccecce
ceceggtaaga
gaggtatgta
aagaacagta
tagectcettga
gcagattacy
tgacgetcay

ggctcatgte
tcaattacgg
gtaaatggee
tatgtteccca
cggtaaactqg
gacgtcaatqg
tttectactt
tggeagtaca
cecattgacyg
cgtaacaact
ataagcagag
gacectceoata
agaaatggec
gotecetgetg
ggagcacgea
caactegggt
ggecacgaat
ggttcaccag
ggagagoeete
ggeggecaca
cacgggaace
ggccaagaac
aggeccgaag
gggaggtecqg
gacteecgag
caactggtac
gtacaactcqg
cgggaaggag
gatctcegaag
ggacgagcty

ggacategey

tecggtgete
ceggtggeag
ctacacccag
tatcggttaa
cctecceegt
atgaggaaat
ggcaggacag
gctetatggg
aggcacatce
cacteatagg
ttggageggt
gaagaaatta
tgaggaagta
cgectoggteg
tccacagaat
aggaaccgta
catcacaaaa
caggegttte
ggatacctgt
aggtateteca
gttcagacey
cacgacttat
ggaeggtgeta
tttggtatcet
tceggeaaac
cgcagaaaaa
tggaacgaaa

60
120
180
240
300
360
420
4380
540
€00
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
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actcacgtta
taaattaaaa
gttaccaatg
tagttgectg
actcatacca
tgagagettt
ggtctgegtt
ttcaacaaag
aaccaattct
aggattatca
gaggcagtte
atcaatacaa
atgagtgacg
ttecaacagge
cattcgtgat
aacaggaatce
tgaatcagga
taaccatgeca
cgtcageccag
atgtttcaga
tgattgecceg
atttaatcege
attactgttt
aatgtaacat
gatgagtttyg
tgtgatgceta
aattgcatte
taaaacctct
cgatatecge
gtgcacgaac
gcageecgac
attctecace
caggaggaag
cagcgtegeg
cacgttecace
ceacatttet
cectaaacga
caatggaacg
gecageccateg
ggegtactte
caagtgggee
caatgagecca
gecadgeggy
gacegccoeat
tgatgacggt
agcggatgec
gggctggett
tgaaataceg

agggattttg
atgaagtttt
cttaatcagt
actcgggggg
ggcctgaate
gttgtaggtg
gtegggaaga
cegecgtoce
gattagaaaa
ataccatatt
cataggatgg
cactattaatt
actgaateey
cagecattac
tgegectgag
gaatgcaacc
tattcttcta
tcatcaggag
tttagtctga
aacaactctg
acattatecge
ggaectcgage
atgtaagcag
cagagatttt
gacaaaccac
ttgetttatt
attttatgtt
acaaatgtgg
gaattcggeg
gactgcagga
tecgtgacgt
gtgtegtgga
cacttcatcg
tegatgtgea
cagttcogaga
tgtcgacaga
gcattgetta
cccatttgeg
cgggecattt
caatagtaat
atttacecgte
teccattgac
ccatttaccg
atgacgtcaa
gaaaacctct
gggagcagac
aactatgcgg
cacagatgeg
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gtcatgagat
aaatcaatct
gaggcaccta
ggggggcgcet
gecccatcat
gaccagttgg
tgegtgatcet
gtcaagtcag
actcategag
tttgaaaaag
caagatcctg
tccectegte
gtgagaatgg
getegtcate
cgagacgaaa
ggcgcaggaa
atacctggaa
tacggataaa
cecatcteate
gegeateggg
gagcecocattt
aagacgtttc
acagttttat
gagacacaac
aactagaatg
tgtaaccatt
tcaggttcag
tatggectgat
cgecgggecce
actccttgat
tcecegttega
tcgacgegte
cegtgacett
tcgactggat
tgctgecagge
tccaaacget
tatagaccte
tcattgecce
accgecattg
gtacttgecea
attgacgtea
gtcaatggtyg
taattgacgt
taggtaagac
gacacatgea
aagcecgtea
catcagagca
taaggagaaa

<210> 20

<211> 431

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

tatcaaaaaqg
azagtatata
tetecagegat
gaggtctgce
ccagccagaa
tgattttgaa
gatccttcaa
cgtaatgetce
catcaaatga
cogtttetgt
gtatcggtcet
aaaaataagg
caaaagctta
aaaatcactc
tacgcgateg

cactgecage

tgetgtttte
atgcettgatg
tgtaacatca
ctteceatac
atacccatat
cegttgaata
tgttcatgat
gtggatcatc
cagtgaaaaa
ataagctgea
ggggaggtgt
tatgategte
tcacgacgtg
gttecttetee
cgacagcgag
cecegacteg
gcacgacggyg
gaggtcctcg
cacegtceece
cctecgacgt
ccattaggea
tececattga
acgtcaatgy
agttactatt
atagggggeg
ggtggtecta
caatggggga
catgaggeee
gcteceggag
gggegegtea
gattgtactg
atacegeatco

gatcttcace
tgagtaaact
ctgtctattt
tegtgaagaa
agtgagggag
cttttgettt
ctcagcaaaa
tgcecagtgtt
aactgcaatt
aatgaaggag
gegatteega
ttatcaagtg
tgeatttett
gcatcaacca
ctgttaaaag
gcatcaacaa
ceggggateg
gteggaagag
ttggcaacge
aatcgataga
aaatcagcat
tggctcataa
gatatatttt
cagacatgat
aatgectttat
ataaacaagt
gggaggtttt
gaggatcetgg
ttgatgaaca
tcecagetect
ttgttegeeca
agcgagatga
tggacgtceg
atcttcttea
aggagtagea
ccecaggeag
cgectacege
cgtecaatggg
gagtactgec
aatagatatt
tgagaacgga
ttgacgtcaa
ggegecatat
tttaegteteg
acggtcacag
gcgggtgttg
agagtgcace
agattggeta

<223> Proteina de fusion slL-15Ralpha-Fc sintética, hulL15sRa200-Fc

<400> 20
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tagatccttt
tggtctgaca
cgtteatceca
ggtgttgetg
ccacggttga
gecacggaac
gttegattta
acaaccaatt
tattcatate
aaaactcacc
ctegtocaac
agaaatcacc
tecagacttg
aaccgttatt
gacaattaca
tattttcacc
cagtggtgag
gcataaatte
tacctttgec
ttgtegeace
ccatgttgga
caccecttgt
tatcttgtge
aagatacatt
ttgtgaaatt
taacaacaac
ttaaagcaag
atcecgttaac
tctggacgat
cgcactectt
ggatgatcag
cttggagetce
actcegtgta
ggtecgagat
ggctctggag
aatggecggtt
ccatttacgt
gatgtacttg
aatgtaccct
gatgtactge
tatgaatggg
tgggcattga
acgtcaatag
cgegtttcegg
cttgtctgta
gegggtgteg
atatgceggtg
ttgg

3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4449
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
€240
€300
6354



Met
Leu

Cys

Tyr
Arg
Thr
Pro
Ala
Pro
Ala
145
Gly
Gln
Pro
Thr
Phe
225
Pro
Val
Thr
Val
Cys
305
Ser
Pro
Val
Gly
Asp
385
Trp

His

Ala
Leu

Pro

Ser
50

Lys
Asn
Ala
Gly
Al=a
130
Ile
Thr
Thr
Pro
Cys
210
Leu
Glu
Lys
Lys
Leu
290
Lys
Lys
Ser
Lys
Gln
370
Gly
Gln

Asn

Pro
Leu

Pro
35

Leu
Ala
Val
Leu
val
115
Ala
vVal
Thr
Thr
Gly
195
Pro
Phe
Val
Phe
Pro
275
Thr
val
Ala
Arg
Gly
355
Pro
Ser

Gln

His

Leu
29
Pro

Tyr
Gly
Ala
val
100
Thr
Ser
Pro
Glu
Ala
180
Val
Pro
Pro
Thr
Asn
260
Arg
Val
Ser
Lys
Asp
340
Phe
Glu
Phe

Gly

Tyr
420

Leu

Met

Ser
Thr
His
85

His
Pro
Ser
Gly
Ile
165
Lys
Tyr
Cys
Pro
Cys
245
Trp
Glu
Leu
Asn
Gly
325
Glu
Tyr
Asn
Phe
Asn

405
Thr

Ala
Leu

Ser

Arg
Ser
70

Trp
Gln
Gln
Pro
Ser
150
Ser
Asn
Pro
Pro
Lys
230
val
Tyr
Glu
His
Lys
310
Gln
Lau
Pro
Asn
Leu
390
vVal

Gln
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Arg
Leu

Val

Glu
55

Ser
Thr
Arg
Pro
Ser
135
Gln
Ser
Trp
Gln
Ala
215
Pro
Val
Val
Gln
Gln
295
Ala
Pro
Thr
Ser
Tyr
375
Tyr
Phe

Lys

Gly
Arg

Glu
40

Arg
Leu
Thr
Pro
Glu
120
Ser
Leu
His
Glu
Gly
200
Pro
Lys
Val
Asp
Tyr

280
Asp

Arg
Lys
Asp
360
Ly=s
Serxr

Ser

Ser

Cys
Pro

25
His

Tyx
Thr
Pro
Ala
105
Ser
Asn
Met:
Glu
Leu
185
Pro
Glu
Asp
Asp
Gly

265
Asn

Trp
Pro
Glu
Asn
345
Ile
Thr
Lys
Cys

Leu
425

60

Arg
10
Pro

Ala

Ile
Glu
Ser
90

Pro
Leu
Asn
Pro
Ser
170
Thr
Lys
Leu
Thr
Val
250
Val
Ser
Len
Ala
Pro
330
Gln
Ala
Thr
Leu
Ser

410
Ser

Thr
Ala

Asp

Cys
Cys
75

Leu
Pxro
Ser
Thr
Sar
155
Ser

Ala

Ser

Leu
235
Ser
Glu
Thr
Asn
Pro
315
Gln
vVal
Val
Pro
Thr
395
Val

Leu

Leu
Thr

Ile

Asn
60

Val
Lys
Ser
Pro
Ala
140
Lys=
His
Ser
Cys
Gly
220
Met
His
Val
Tyr
Gly
300
Ile
Val
Ser
Glu
Pro
380
val
Met

Ser

Gly
Arg
Trp
45

Ser

Cys
Thr
Sear
125
Ala
Ser
Gly
Ala
Asp
205
Gly
Ile
Glua
Hisz
Axg
285
Lys
Glu
Tyr
Leu

Trp
365
Val
Asp
His

Pg_:o

Gly

Val

Gly
Asn
Ile
Val
110
Gly
Thr
Pro
Thr
Ser
190
Lys
Pro
Ser
Asp
Asn
270
val
Glu
Lys
Thr
Thr
350
Glu
Leu
Lys

Glu

Gly
430

Pro
15
Ile

Lys

Phe
Lys
Arg
Thr
Lys
Thrx
Ser
Pro
175
His
Thr
Ser
Arg
Pro
255
Ala
Vval
Tyr
Thr
Leu
335
Cys
Ser
Asp
Ser
Ala

415
Lys

Ala
Thr

Ser

Lys
Ala
&80

Asp
Thr
Glu
Ala
Thr
160
Ser
Gln
His
Val
Thr
249
Glu
Lys
Ser
Lys
Ile
329
Pro
Leu
Asn
Ser
Arg

400
Leu
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REIVINDICACIONES

1. Un heterodimero que comprende (i) una IL-15 y (ii) una proteina de fusion de IL-15Ra—Fc que comprende un IL-
15Ra soluble que carece de la porcion de anclaje transmembrana fusionada a una regién Fc para su uso en una
método de prevencidon o reduccion de la linfopenia inducida por farmacos, que comprende administrar
sistémicamente el heterodimero a un paciente humano tratado con un agente anticanceroso o que seran tratados
con el agente anticanceroso a una dosis que mantiene los niveles suprafisiolégicos en plasma de IL-15 durante un
periodo prolongado de tiempo de aproximadamente 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas dias.

2. El heterodimero que comprende IL-15 y la proteina de fusion IL-15Ra—Fc para su uso en el método de la
reivindicacion 1, donde la proteina de fusién IL-15Ra—Fc comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una
identidad de la secuencia de aminoacidos de al menos 95 % con la secuencia de la proteina de fusion IL-15Ra-Fc
de la SEQ ID NO: 17 o la SEQ ID NO: 20.

3. El heterodimero que comprende IL-15 y la proteina de fusion IL-15Ro—Fc para su uso en el método de la
reivindicacion 1 o 2, donde el heterodimero se administra por via subcutanea.

4. El heterodimero que comprende IL-15 y la proteina de fusién IL-15Ra—Fc para su uso en el método de la
reivindicacion 1, 2 o 3, donde el agente anticanceroso es un agente quimioterapéutico que induce linfopenia.

5. El heterodimero que comprende IL-15 y la proteina de fusion IL-15Ro—Fc para su uso en el método de la
reivindicacion 4, donde el heterodimero se administra de forma conjunta por via subcutanea.

6. El heterodimero que comprende IL-15 y la proteina de fusion IL-15Ra—Fc para su uso en el método de la
reivindicacion 1, 2, 3 o 4, donde el heterodimero se administra después de un ciclo de tratamiento con el agente
anticanceroso.

7. El heterodimero que comprende la IL-15 y la proteina de fusion IL-15Ra-Fc para su uso en el método de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde los niveles suprafisiologicos IL-15 se mantienen durante un periodo
de tiempo que estimula la migracién de las células T maduras a los tejidos periféricos.

8. El heterodimero que comprende la IL-15 y la proteina de fusion IL-15Ra-Fc para su uso en el método de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde los niveles suprafisiolégicos de IL-15 se mantienen durante un
periodo de tiempo que estimula la repoblacion de linfocitos en los tejidos periféricos.

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

10. El heterodimero que comprende IL-15 y la proteina de fusion IL-15Ra—Fc para su uso en el método de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 0 9, donde el heterodimero se libera como un complejo polipeptidico.

11. El heterodimero que comprende IL-15 y la proteina de fusion IL-15Ra-Fc para su uso en el método de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde el heterodimero se libera como acido nucleico, donde la IL-15 se
expresa de forma conjunta a partir de un Unico vector con un polinucleétido que codifica la proteina de fusion IL-
15Ra-Fc.

12. El heterodimero que comprende IL-15 y la proteina de fusion IL-15Ra—Fc para su uso en el método de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde el heterodimero se libera como acido nucleico, donde la IL-15 se
expresa de forma conjunta a partir de vectores con un polinucleétido que codifica la proteina de fusion IL-15Ra—Fc.

13. El heterodimero que comprende IL-15 y la proteina de fusion IL-15Ra—Fc para su uso en el método de 11 0 12,
donde el acido nucleico que codifica IL-15 y/o el acido nucleico que codifica la proteina de fusion IL-15Ra-Fc
codifica un péptido sefial heterélogo.

14. El heterodimero que comprende IL-15 y la proteina de fusion IL-15Ra—Fc para su uso en el método de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, donde la proteina de fusién IL-15Ra—Fc comprende la secuencia de SEQ
ID NO: 17 o SEQ ID NO: 20.

15. El heterodimero que comprende IL-15 y la proteina de fusion IL-15Ra—Fc para su uso en el método de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 o 14, donde el heterodimero se administra dos o mas veces.

16. El heterodimero que comprende IL-15 y la proteina de fusion IL-15Ra—Fc para su uso en el método de una

cualquiera de las reivindicaciones 1 o 15, donde el heterodimero no se administra de forma conjunta con un
anfigeno.

61



ES 2 598 005 T3

Figura 1
Estabilizacion mutua de IL-15 e IL-15Ra

Dos formas de IL-15 bioactiva: i vesiculas

| secretoras - -
complejos de IL-15/15Ra ' ' :*‘

asociados a membrana y solubles

Complejo de IL-15/15Ra
bioactivo soluble

Bergamaschi JBC, 283, 4189 {2008)
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Figura 2
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Figura 3

CO3() CD3 bajo D3 alto

Efectos de IL-15 sobre el timo. Las células dobles positivas se han eliminado.
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8

*Células NK en los pulmones/10%6 pulmones
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Células T/1076 pulmones
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Figura g

*Células T en los pulmones/10~6 pulmones
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Figura 14

*Células T CDS8 en los pulmones/10/6 pulmones
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Relacion CD8/CD4, pulmones
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Figura {1

Relacién células T CD8/CD4, pulmones
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Figura 12

células T/10"6 esplenocitos
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células T/1076 células médula ésea
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Figura }3
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Figura 14

Tratamiento con IL-15/Ra de ratones linfopénicos
(tratados con ciclofosfamida)

; Dia-4y-2:
i se trato a ratones Balb/c o C57BL/6 (6-8 sem) con
.. ciclofosfamida (Cyp) (200 mg/kg) i.p.

El grupo control de ratones no se tratd

i DiaOys:

i Administracion de 2 ug del vector
. vacio de ADN o IL-15/IL-15sRa

- mediante inyeccién hidrodinamica

Dias

Sacrificados: ()
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Figura 15

Recuperacion de las células NK

—@— control —&— Cyp+ vector vacio® —e—Cyp+IL-15/IL-155Ra
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E g g g 5 CFX+ vector vacio
ADN | prueba t no paramétrica

{

i Cyp ; [::

Adm'i”n.istracién Unica de ADN que codifica IL-15/IL-15sRa es suficiente parala
recuperacion completa de las células NK en bazo y pulmones 5 dias tras inyeccién de
SADN )
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Pulmén

Bazo
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Figura i6

Recuperacion de células T

—m— contro)l —+- Cyp+ vectorvacio —e—Cyp+iL-15/L-15sRa
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éLa administracion de IL-15/IL15sRa estimula la recuperacion de las células T CD8 en 10 dias después

§de| tratamiento, sin que afecte significativamente a la recuperacion de células T CD4

Cenen AL AR
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Figura 17

Relacién células T efectoras/T reguladoras tras ablacion linfocitaria

DiA -4 piA " 5 Dia 18 Dia §¥ pia 24
Tras ADN Tras ADN Tras ADN Tras ADN
0,008
£ 150 1 q 1 . 7
= 100 4 : - . -
g .
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E 50 1 7 - ® 7 . ] 7 ®
= i LYY gl . ! L] R S
-2 Bl a%® & g . z .
g 0 T T T T T T T T T
o :
Control ICyp:{ Owp Cyp Cyp Cyp Cyp Cyp Cyp
i + L1867 +IL-15/ + IL-15/ + |L-15/
R.-155Ra IL-15sRa IL-15sRa IL-15sRa

Los niveles altos de IL-15/IL-15sRa estimulan un incremento transitorio de Iai
relacién células T efectoras/T reguladoras ;
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Figura 18

Liberacion hidrodinamica de vectores de ADN que expresan

diferentes formas de IL-15
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Dias tras la inyeccion de ADN
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Figura ¢

Expresion CD25 en células T de bazo tras la liberacién de ADN de
IL-15/15Ra

[ BAZO ST2-RATON i5.fes 33,5
5 BAZO ST2-RATON 11.fcs 37,4
EH BAZO ST2-RATON 5.cs 28,3
BF]BAZO ST2RATON ! 1. fes 20,9

100 -

% de max

S g

0 s T
o 10f 103 10t 10°
<APC-Cy7-A>r (D25
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% de max
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Figura 26

Expresion de CD62L en la superficie de células T de bazo
tras la liberacion de ADN de IL-15/15RA

o . .
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BIE] BAZORATON 1dcs 22,6

| EIE3 BAZO-RATON 15.fcs 34,8

8IS BAZO-RATON 11.fcs 286
§J BAZO-RATON S.fcs 20,8




% de max

ES 2 598 005 T3

Figura 2f

Expresion de CD44 sobre la superficie de las células T de bazo
tras la liberacion de ADN de IL-15/15Ra

BBi-l BAZO-RATON 1-fes 22
LS BAZO-RATON 15.0cs 34,0
BB BAZO-RATON 11.fcs 286
M BAZO-RATON 5.fvs 2048

108 104
<APC-A>: CD44
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Figura 22

IL-15/IL15sRa purificada es bioactiva in vivo

Dias

Sacrificados @:
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Figura 23

IL-15/IL15sRa purificada es bioactiva in vivo
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