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DESCRIPCION
Moléculas de fusion y variantes de IL-15
Antecedentes de la invencion

Los Receptores de Células T (TCR) son efectores primarios del sistema inmunitario que tienen ventajas Ginicas como
plataforma para desarrollar agentes terapéuticos. Si bien los agentes terapéuticos de anticuerpos se limitan al
reconocimiento de patégenos en la sangre y los espacios extracelulares o a dianas proteicas sobre la superficie de
la célula, los receptores de células T pueden reconocer antigenos presentados con moléculas del MHC sobre las
superficies de las células (incluyendo antigenos derivados de proteinas intracelulares). Dependiendo del subtipo de
células T que reconocen el antigeno presentado y se activan, los receptores de células T y las células T que
albergan los receptores de células T pueden participar en el control de diversas respuestas inmunitarias. Por
ejemplo, las células T estan implicadas en la regulacion de la respuesta inmunitaria humoral a través de la induccion
de la diferenciacion de las células B a células productoras de anticuerpos. Ademas, las células T activadas actian
iniciando las respuestas inmunitarias mediadas por células. De este modo, los receptores de células T pueden
reconocer dianas adicionales no disponibles para los anticuerpos.

Las células T son un subgrupo de células que junto con otros tipos de células inmunitarias (células
polimorfonucleares, eosindfilos, baséfilos, mastocitos, células B y NK) constituyen el componente celular del sistema
inmunitario. En condiciones fisioldgicas, las células T funcionan en la vigilancia inmunitaria y en la eliminacion de
antigenos foraneos. Sin embargo, en condiciones patoldgicas existe una evidencia convincente de que las células T
juegan un papel principal en la causalidad y la propagacion de enfermedades. En estos trastornos, el
desmoronamiento de la tolerancia inmunolégica de las células T, ya sea central o periférica es un proceso
fundamental en la causalidad de la enfermedad inmunitaria.

Se cree que los TCR juegan un papel importante en el desarrollo y la funcion del sistema inmunitario. Por ejemplo,
se ha informado de que los TCR median la destruccién celular, incrementan la proliferacion de las células B, e
impactan en el desarrollo y la gravedad de diferentes trastornos incluyendo cancer, alergias, infecciones virales y
trastornos autoinmunitarios.

Por lo tanto seria deseable proporcionar agentes de direccionamiento novedosos basados en los receptores de las
células T, asi como métodos para producir y utilizar tales agentes para marcos terapéuticos y diagnosticos. Por
consiguiente, seria particularmente deseable proporcionar moléculas que tuvieran ciertas ventajas en comparacion
con los complejos de la técnica anterior basados en el direccionamiento de anticuerpos.

Por otra parte, es deseable utilizar los TCR para dirigir las diferentes moléculas efectoras al sito de la enfermedad
donde pueden proporcionar beneficio terapéutico sin los efectos secundarios asociados con la actividad sistémica no
dirigida. Uno de ellos es la IL-15, un miembro de la familia de linfoquinas de cuatro haces de hélices alfa. La IL-15
juega un papel multifacético en el desarrollo y el control del sistema inmunitario. Mas especificamente, la IL-15
influye en la funcion, el desarrollo, la supervivencia, y la proliferacion de las células T CD8+, las células NK, las
células T asesinas, las células B, los linfocitos intraepiteliales intestinales (LIE) y las células presentadoras de
antigenos (CPA). Se ha demostrado que los ratones transgénicos tanto IL-15-/-, como IL-15Ra-/- carecen de
poblaciones de células T NK periféricas y asesinas, ciertos subgrupos de LIE, y la mayor parte de células T CD8+ de
fenotipo de memoria, sugiriendo que la IL-15 juega un papel en el desarrollo, la proliferacién o/y la supervivencia de
estos tipos de células. El receptor (R) de IL-15 consiste en tres polipéptidos, el IL-15R alfa de tipo especifico ("IL-
15Ra" o "IL-15Ra"), el IL-2/IL-15R beta ("IL-2RB" o "IL-15Rb"), y la cadena gamma comun ("yC," o "gC" que es
compartida por multiples receptores de citoquinas).

La sefializacion de IL-15 se puede producir a través del complejo heterotrimérico de IL-15Ra, IL-2RB y yC; a través
del complejo heterodimérico de IL-2RB y yC. Un mecanismo novedoso de acciéon de la IL-15 es el de la
transpresentacion en la que la IL-15 y el IL-15Ra son expresados de manera coordinada por las células
presentadoras de antigenos (monocitos y células dendriticas), y la IL-15 unida al IL-15Ra se presenta en trans a las
células T Nk o CD8 proximas que expresan solamente el receptor IL-15RByC. En cuanto al evento co-estimulador
que se produce en la sinapsis inmunoldgica, la transpresentacion de IL-15 parece ser ahora un mecanismo
dominante para la accion de IL-15 in vivo y parece jugar un papel principal en la inmunovigilancia tumoral
(Waldmann, TA, 2006, Nature Rev. Immunol. 6:595-601). Se ha demostrado que las subunidades de IL-2Ra soluble,
que inducen isoformas que contienen una deleciéon del exén 3 y el denominado dominio "sushi" en el extremo N,
portan la mayor parte de los elementos estructurales responsables de la unién de las citoquinas. Mientras IL-2Ra
solo es un receptor de baja afinidad para la IL-2 (Kd _10 nM), IL-15Ra se une a IL-15 con una afinidad elevada (Kd_
100 pM). De este modo el IL-2Ra soluble y la IL-15 son capaces de formar complejos heterodiméricos estables en
disolucién y estos complejos son capaces de modular (esto es estimular o bloquear) las respuestas inmunitarias a
través del complejo de IL-15R de afinidad elevada o intermedia (Mortier et al. 2006. J Biol Chem 281: 1612-1619;
Stoklasek et al. 2006. J Immunol 177: 6072-6080; Rubinstein et al. 2006. Proc Natl Acad Sci U S A 103: 9166-9171).

Ferrari-Lacraz S. et al., "An anagonist IL-15/Fc protein prevents cosetimulation blockade-resistan rejection”, The
Journal of Immunology, The American Asociation of Immunologists, US, vol. 167, nim. 6, 15 de septiembre de 2001,
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paginas 3478-3485, XP002185137, ISSN: 0022-1767 describen el uso de una proteina de fusion relacionada con IL-
15 como monoterapia o combinada con CTLA4/Fc en modelos de aloinjerto de isolotes murinos. Se encontré que el
tratamiento con IL-15 mutante/Fc confiere proteccion parcial de la infiltracion de injerto de células T CD4+ y CD8+.

Penichet M. L. et al: "Antibody-IL-2 fusion proteins: a novel strategy for immune protection”, Human antibodies, 10S
Press, Amsterdam, NL, vol. 8, nim. 3, 1 de enero de 1997, (01-01-1997), paginas 106-118, XP009171587, ISSN:
1093-2607 describen estrategias para la construccion de proteinas de fusion de anticuerpo-interleuquina-2 y
describen sus propiedades in vitro e in vivo.

Mosquera, Luis A. et al.: "In Vitro and In Vivo Characterization of a Novel Antibody-Like Single-Chain TCR Human
IgG1 Fusion Protein”, Journal of Immunology, American Association of Immunologists, US, Vol. 174, Nim. 7, 1 de
Abril de 2005, paginas. 4381-4388, XP002504087, ISSN: 0022-1767 describen una proteina compuesta por un TCR
de cadena sencilla soluble conectado genéticamente al dominio constante de una cadena H de IgG1. Erwan et al.,
"Soluble interleukin-15 receptor alpha (IL-15R alpha)-sushi as a selective and potent agonist of IL-15 action through
IL-15R beta/gamma. Hyperagonist IL-15 x IL-15R alpha fusion proteins”, Journal of Biological Chemistry, American
Society for Biochemistry and Molecular Biology, Inc. US, vol 281, nim. 3, 20 de enero de 2006, paginas 1612-1619,
XP002394330, ISSN: 0021-9258, DOI: 10.1074/JBC.M508624200, describen la implicaciéon de los dominios sushi
solubles en el mecanismo de transpresentacion de IL-15. Se demostré que las proteinas de fusion (RLI e ILR), en las
que IL-15 e IL-15Ra-sushi estan ancladas por medio de un conector flexible, son incluso mas potentes que la
combinacién de IL-15 mas slL-15Ra-sushi.

Dados los efectos conocidos de la IL-15 sobre el sistema inmunitario, se han explorado numerosos enfoques
basados en IL-15 para manipular el sistema inmunitario en beneficio de los anfitriones. Si bien la administraciéon de
IL-15 se ha empleado para reforzar las respuestas inmunitarias o aumentar la reconstitucion del sistema inmunitario,
el bloqueo de la actividad de IL-15 puede inhibir las respuestas autoinunitarias y otras respuestas inmunitarias no
deseadas (Waldmann, TA, 2006, Nature Rev. Immunol. 6:595-601). De hecho, una de las limitaciones con el
tratamiento sistémico con IL-15 es la posible induccion de enfermedades autoinmunitarias. Otras limitaciones
incluyen la dificultad para producir esta citoquina en sistemas de expresion de células de mamifero convencionales
asi como su vida media muy corta in vivo. Por lo tanto, existe la necesidad de generar una forma terapéutica
inmunoestimuladora adecuada de IL-15 que presente una vida media in vivo mas prolongada, un aumento de la
actividad de union a células inmunitarias, o un incremento de la bioactividad. Adicionalmente existe la necesidad de
antagonistas de IL-15 eficaces. En teoria seria deseable que tales moléculas fueran dirigidas selectivamente al lugar
de la enfermedad para evitar toxicidades sistémicas no deseadas y proporcionar un beneficio terapéutico mas eficaz.

Compendio de la invencion

La presente invencion proporciona numerosos complejos de fusion solubles que tienen uso terapéutico y métodos
para elaborar tales proteinas. La presente invencién describe métodos para destruir células diana utilizando
complejos de fusién solubles de la invencion. Los complejos solubles descritos en la presente memoria tenen utilidad
terapéutica potencial.

Por consiguiente, en un aspecto, la invenciéon proporciona un complejo de proteinas de fusion solubles que
comprende al menos dos proteinas de fusién solubles, en donde

la primera proteina de fusion comprende (a) un primer anticuerpo o un fragmento funcional del mismo
unidos covalentemente a (b) el polipéptido de interleuquina 15 (hIL-15) o un fragmento funcional del mismo; y

la segunda proteina de fusion comprende (c) un segundo anticuerpo o un fragmento funcional del mismo
unidos covalentemente a (d) un polipéptido receptor a de interleuquina 15 soluble (IL-15Ra) o un fragmento funcional
del mismo;

en donde el dominio IL-15 de la primera proteina de fusién se une al dominio IL-15Ra soluble de la segunda
proteina de fusion para formar un complejo de proteinas de fusion solubles, en donde el anticuerpo es especifico
para el reconocimiento de un antigeno concreto y en donde el anticuerpo es un anticuerpo de cadena sencilla o un
Fv de cadena sencilla.

De acuerdo con la invencion, el anticuerpo es especifico para el reconcimiento de un antigeno concreto y el
anticuerpo es un anticuerpo de cadena sencilla o un Fv de cadena sencilla. En una realizaciéon concreta, el
anticuerpo de cadena sencilla comprende un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina unido
covalentemente a un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina por una secuencia conectora
polipeptidica.

En una realizacion de los aspectos descritos anteriormente, el primer polipéptido biolégicamente activo que es un
anticuerpo o un fragmento funcional del mismo se une covalentemente a IL-15 (o un fragmento funcional de la
misma) por medio de una secuencia conectora polipeptidica.

En otra realizacion de los aspectos descritos anteriormente, el segundo polipéptido bioldgicamente activo que es un
anticuerpo o un fragmento funcional del mismo esta unido covalentemente al polipéptido IL-15Ra (o fragmento
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funcional del mismo) por medio de una secuencia conectora polipeptidica.

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

En una realizacién adicional, el antigeno comprende un antigeno CD, una citoquina o un receptor o ligando de
quimioquina, un receptor o ligando de un factor de crecimiento, un factor tisular, una molécula de adherencia celular,
moléculas del MHC/de tipo MHC, receptor FC, receptor de tipo Toll, receptor de NK, TCR, BCR, receptor o ligando
co-estimulador positivo/negativo, receptor o ligando de tipo muerte, antigeno asociado a tumores, o antigeno
codificado por virus.

En otra realizacién de los aspectos descritos anteriormente, el polipéptido IL-15Ra comprende el dominio
extracelular del receptor alfa de IL-15 capaz de unirse a IL-15.

En otra realizacion de los aspectos descritos anteriormente, el polipéptido IL-15Ra comprende el dominio sushi de
IL-15a (Wei et al. Journal of Immunology, 2001, 167: 277-282) o el dominio IL-15aAE3 (Anderson et al. 1995. J. Biol.
Chem. 270:29862-29869, Dubois et al. 1999. J. Biol. Chem. 274:26978-26984).

Se describe una variante de IL-15 (también referida en la presente memoria como IL-15 mutante) que tiene una
secuencia de aminoacidos diferente de la de la proteina IL-15 nativa (o de tipo salvaje) y que se une al polipéptido
IL-15Ra y funciona como un agonista o antagonista de IL-15. Las realizaciones de la invencién proporcionan una
variante de IL-15 como proteina de fusion soluble que comprende un polipéptido biolégicamente activo descrito
anteriormente, en donde la variante de IL-15 se utiliza en lugar del dominio de IL-15.

En una realizacién de los aspectos descritos anteriormente, la invencién caracteriza una secuencia de acido nucleico
que codifica la primera proteina de fusion de cualquiera de los aspectos o realizaciones como se describen en la
presente memoria.

En una realizacién de los aspectos descritos anteriormente, la invencién caracteriza una secuencia de acido nucleico
que codifica la segunda proteina de fusion de cualquiera de los aspectos o realizaciones descritos en la presente
memoria.

En una realizacién de los aspectos descritos anteriormente, la invencién caracteriza una secuencia de acido nucleico
que codifica la variante de IL-15 de cualquiera de los aspectos o realizaciones descritos en la presente memoria.

En una realizacion, la secuencia de acido nucleico comprende adicionalmente un promotor, una sefial de inicio de la
traduccion, y una secuencia lider conectada operablemente a la secuencia que codifica la proteina de fusion o la
variante de IL-15. En otra realizacién, cualquiera de las secuencias de acido nucleico descrita anteriormente esta
contenida en un vector de ADN.

Adicionalmente se describe un método para elaborar un complejo de proteinas de fusion soluble de los aspectos
descritos anteriormente, comprendiendo el método la introduccién en una primera célula anfitriona de un vector de
ADN de los aspectos y realizaciones descritos anteriormente que codifica la primera proteina de fusion, el cultivo de
la primera célula anfitriona en el medio en condiciones suficientes para expresar la primera proteina de fusion en la
célula o el medio, la purificacién de la primera proteina de fusion a partir de las células anfitrionas o el medio, la
introduccion en una segunda célula anfitriona de un vector de ADN de los aspectos y realizaciones descritos
anteriormente que codifica la segunda proteina de fusion, el cultivo de la segunda célula anfitriona en el medio en
condiciones suficientes para expresar la segunda proteina de fusion en la célula o el medio, y la purificacion de la
segunda proteina de fusion a partir de las células anfitrionas o el medio, y la mezcla de la primera y segunda
proteinas de fusion en condiciones suficientes para permitir la uniéon entre el dominio IL-15 de una primera proteina
de fusién y el dominio IL-15Ra soluble de una segunda proteina de fusion para formar el complejo de proteinas de
fusion soluble.

Adicionalmente se describe un método para elaborar un complejo de proteinas de fusion soluble de los aspectos
descritos anteriormente, comprendiendo el método la introduccién en una célula anfitriona de un vector de ADN de
los aspectos y realizaciones descritos anteriormente, que codifica la primera proteina de fusién, y un vector de ADN
como se describe en los aspectos o realizaciones descritos anteriormente, que codifica la segunda proteina de
fusioén, el cultivo de la célula anfitriona en el medio en condiciones suficientes para expresar las proteinas de fusion
en la célula o el medio y permitir la asociacion entre el dominio IL-15 de una primera proteina de fusion y el dominio
IL-15Ra soluble de una segunda proteina de fusion para formar el complejo de proteinas de fusion soluble,
purificando el complejo de proteinas de fusidn soluble a partir de las células anfitrionas o el medio.

Adicionalmente se describe un método para elaborar un complejo de proteinas de fusion soluble de los aspectos
descritos anteriormente, comprendiendo el método la introduccién en una célula anfitriona de un vector de ADN que
codifica la primera y segunda proteinas de fusion, el cultivo de la célula anfitriona en el medio en condiciones
suficientes para expresar las proteinas de fusion en la célula o el medio y permitir la asociacion entre el dominio IL-
15 de una primera proteina de fusion y el dominio IL-15Ra soluble de una segunda proteina de fusién para formar el
complejo de proteinas de fusion soluble, purificando el complejo de proteinas de fusidn soluble a partir de las células
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anfitrionas o el medio.

En otros aspectos mas de los métodos anteriormente descritos se describe que el vector de ADN que codifica la
variante de IL-15 se utiliza en lugar del vector de ADN que codifica la primera proteina de fusiéon para generar una
célula anfitriona susceptible de expresar la variante de IL-15 y se permite que la variante de IL-15 se asocie con el
dominio IL-15Ra de una segunda proteina de fusion para formar un complejo de proteinas de fusion soluble.

Adicionalmente se describe un método para elaborar una variante de IL-15 de los aspectos descritos anteriormente,
comprendiendo el método la introduccién en una célula anfitriona de un vector de ADN de los aspectos y
realizaciones descritos anteriormente que codifica una variante de IL-15, el cultivo de la célula anfitriona en el medio
en condiciones suficientes para expresar la variante de IL-15 en la célula o el medio, purificando la variante de IL-15
a partir de las células anfitrionas o el medio.

Adicionalmente se describe un método para eliminar una célula diana, comprendiendo el método poner en contacto
una pluralidad de células con un complejo de proteinas de fusion soluble o una variante de IL-15 de cualquiera de
los aspectos o realizaciones descritos anteriormente, en donde la pluralidad de células comprende adicionalmente
células inmunitarias que portan cadenas de IL-15R reconocidas por el dominio IL-15 de los aspectos descritos
anteriormente y las células diana que portan un antigeno reconocido por al menos uno de los polipéptidos
bioldgicamente activos de los aspectos descritos anteriormente, formar un complejo de unién especifico (puente)
entre el antigeno sobre las células diana y las cadenas de IL-15R sobre las células inmunitarias suficiente para unir y
activar las células inmunitarias, y eliminar las células diana por las células inmunitarias activadas unidas.

En una realizacion del método, las células diana son células tumorales o células infectadas viralmente.
En otra realizacion del método, el polipéptido biolégicamente activo comprende un TCR.

En otra realizacion mas del método, el antigeno sobre las células diana comprende un antigeno peptidico tumoral o
codificado viralmente presentado en una molécula del MHC o HLA y reconocido por el TCR.

En una realizacion adicional del método, las células inmunitarias son células T, células LAK o células NK.

Adicionalmente se describe un método para prevenir o tratar una enfermedad en un paciente en la que las células
enfermas expresan un antigeno asociado con la enfermedad, comprendiendo el método administrar al paciente un
complejo de proteinas de fusidon soluble o una variante de IL-15 de cualquiera de los aspectos o realizaciones
descritos anteriormente, que comprende un polipéptido bioldgicamente activo que reconoce un antigeno asociado
con la enfermedad que forma un complejo de unién especifico (puente) entre las células enfermas que expresan en
antigeno y las células inmunitarias que expresan IL-15R suficiente para localizar las células inmunitarias, y dafar o
eliminar las células enfermas lo suficiente como para prevenir o tratar la enfermedad en el paciente.

Adicionalmente se describe un método para prevenir o tratar una enfermedad en un paciente en la que las células
enfermas expresan un antigeno asociado con la enfermedad, comprendiendo el método mezclar células inmunitarias
que portan las cadenas de IL-15R con un complejo de proteinas de fusion soluble de la reivindicacion 1-22 que
comprende un polipéptido biolégicamente activo que reconoce un antigeno asociado con la enfermedad, administrar
al paciente la mezcla de la célula inmunitaria-complejo de proteinas de fusion, formar un complejo de unién
especifico (puente) entre las células enfermas que expresan el antigeno y las células inmunitarias que expresan IL-
15R suficiente para localizar las células inmunitarias; y dafiar o eliminar las células enfermas lo suficiente como para
prevenir o tratar la enfermedad en el paciente.

Adicionalmente se describe un método para prevenir o tratar una enfermedad en un paciente en la que las células
del paciente expresan un antigeno asociado con la enfermedad, comprendiendo el método administrar al paciente
un complejo de proteinas de fusion soluble o una variante de IL-15 de cualquiera de los aspectos o realizaciones
descritos anteriormente, que comprende un polipéptido bioldgicamente activo que reconoce un antigeno asociado
con la enfermedad sobre las células del paciente, localizar el complejo de proteinas de fusion soluble o la variante de
IL-15 sobre las células del paciente, en donde el dominio IL-15 del complejo de proteinas de fusion soluble o la
variante de IL-15 se unen a las células inmunitarias que portan las cadenas de IL-15R y suprimir la respuesta
inmunitaria de las células inmunitarias.

En una realizacion del método la enfermedad es cancer o una infeccion viral.

En otra realizacién del método la enfermedad es un trastorno inmunitario, una enfermedad autoinmunitaria o un
trastorno inflamatorio.

En otra realizacion del método el antigeno asociado con la enfermedad es un complejo de péptido/MHC.

En oftra realizacion, la invencion caracteriza el complejo de proteinas de fusidon soluble como se ha descrito
anteriormente para su uso en un método de estimulacién o supresién de una respuesta inmunitaria en un mamifero.
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Adicionalmente se describen los siguientes apartados:

1. Un complejo de proteinas de fusion solubles que comprende al menos dos proteinas de fusion solubles, en
donde

la primera proteina de fusidbn comprende (a) un primer polipéptido biolégicamente activo unido
covalentemente a (b) el polipéptido de interleuquina-15 (IL-15) o un fragmento funcional del mismo; y

la segunda proteina de fusiébn comprende (c) un segundo polipéptido biolégicamente activo unido
covalentemente a (d) un polipéptido receptor alfa de interleuquina 15 soluble (IL-15Ra) o un fragmento funcional del
mismo;

en donde el dominio IL-15 de una primera proteina de fusién se une al dominio IL-15Ra soluble de la
segunda proteina de fusion para formar un complejo de proteinas de fusion solubles.

2. El complejo de proteinas de fusion solubles del apartado 1, en donde el primer y el segundo polipéptidos
bioldgicamente activos comprenden un primer receptor de células T soluble (TCR) o un fragmento funcional del
mismo.

3 El  complejo de proteinas de fusion solubles del apartado 2, en donde otro de los polipéptidos
bioldgicamente acrivos comprende el primer TCR soluble o un fragmento funcional del mismo del apartado 2,
creando de ese modo un complejo de proteinas de fusion de TCR multivalente con una mayor actividad de union.

4, El complejo de proteinas de fusion solubles del apartado 2, en donde el otro polipéptido biolégicamente
activo comprende un segundo TCR soluble o fragmento funcional del mismo, diferente del primer TCR soluble.

5. El complejo de proteinas de fusion solubles de los apartados 2 - 4, en donde el TCR es especifico para el
reconocimiento de un antigeno particular.

6. El complejo de proteinas de fusion solubles de los apartados 2 - 4, en donde el TCR es un heterodimero
que comprende la cadena ay b de TCR.

7. El complejo de proteinas de fusién solubles de los apartados 2 - 4, en donde el TCR comprende un
polipéptido TCR de cadena sencilla.

8. El complejo de proteinas de fusion solubles del apartado 7, en donde el TCR de cadena sencilla
comprende una cadena V-a de TCR unida covalentemente a una cadena V-b de TCR por medio de una secuencia
conectora peptidica.

9. El complejo de proteinas de fusion solubles del apartado 8, en donde el TCR de cadena sencilla
comprende adicionalmente un fragmento de la cadena Cb de TCR soluble unido covalentemente a una cadena V-b
de TCR.

10. El complejo de proteinas de fusion solubles de los apartados 8 o 9, en donde el TCR de cadena sencilla
comprende adicionalmente un fragmento de la cadena Ca de TCR soluble unido covalentemente a una cadena V-a
de TCR.

11. El complejo de proteinas de fusién solubles del apartado 1, en donde uno o ambos del primer y el segundo
polipéptidos biolégicamente activos comprenden un anticuerpo o fragmento funcional del mismo.

12. El complejo de proteinas de fusion solubles del apartado 11, en donde el anticuerpo es especifico para el
reconocimiento de un antigeno concreto.

13. El complejo de proteinas de fusién solubles de los apartados 11 o 12, en donde el anticuerpo es un
anticuerpo de cadena sencilla o Fv de cadena sencilla.

14. El complejo de proteinas de fusién solubles del apartado 13, en donde el anticuerpo de cadena sencilla
comprende un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina unido covalentemente a un dominio variable de
cadena pesada de inmunoglobulina por medio de una secuencia conectora polipeptidica.

15. El complejo de proteinas de fusion solubles del apartado 1, en donde el polipéptido de IL-15 es una
variante de IL-15 que comprende una secuencia de aminoacidos diferente del polipéptido de IL-15 nativo.

16. El complejo de proteinas de fusion solubles del apartado 15, en donde la variante de IL-15 funciona como
un agonista o antagonista de IL-15.

17. El complejo de proteinas de fusidon solubles del apartado 15, en donde la variante de IL-15 tiene un
incremento o disminucién de la actividad de unién para los receptores IL-15RByC en comparaciéon con la del
polipéptido IL-15 nativo.
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18. El complejo de proteinas de fusién solubles de uno cualquiera de los apartados 15 - 17, en donde la
secuencia de la variante de IL-15 tiene al menos un cambio de aminoacido en comparacién con la secuencia de IL-
15 nativa.

19. El complejo de proteinas de fusion solubles del apartado 18, en donde el cambio de aminoacido consiste
en una sustitucion o delecion de aminoacido en el dominio de IL-15 que interacciona con IL-15Rp y/o yC.

20. El complejo de proteinas de fusion solubles del apartado 18, en donde el cambio de aminoacido consiste
en una o mas sustituciones o deleciones de aminoacidos en la posicién 8, 61, 65, 72, 92, 101, 108, o 111 de la
secuencia de IL-15 humana madura (SEQ ID NO: 1).

21. El complejo de proteinas de fusion solubles del apartado 18, en donde el cambio de aminoacido consiste
en la sustitucion de D por N o A en la posicion 8, D por A en la posicién 61, N por A en la posicion 65, N por R en la
posicién 72 o Q por A en la posicion 108 de la secuencia de IL-15 humana madura, o cualquier combinacion de
estas sustituciones.

22. El complejo de proteinas de fusion solubles del apartado 21, en donde el cambio de aminoacido da como
resultado una variante de IL-15 que tiene actividad antagénica de IL-15 o disminuye la actividad de unién para los
receptores IL-15RByC en comparacién con el polipéptido de IL-15 nativo.

23. El complejo de proteinas de fusion solubles del apartado 18, en donde el cambio de aminoacido consiste
en la sustitucién de N por D en la posicién 72 de la secuencia de IL-15 humana madura.

24. El complejo de proteinas de fusion solubles del apartado 23, en donde el cambio de aminoacido da como
resultado una variante de IL-15 que tiene actividad agonistica de IL-15 o aumenta la actividad de unién para los
receptores IL-15RByC en comparacién con el polipéptido de IL-15 nativo.

25. El complejo de proteinas de fusion solubles del apartado 1 - 24, en donde el primer polipéptido
bioldgicamente activo esta unido covalentemente al polipéptido de IL-15 (o un fragmento funcional del mismo) por
medio de una secuencia conectora polipeptidica.

26. El complejo de proteinas de fusion solubles del apartado 1 - 25, en donde el segundo polipéptido
bioldgicamente activo esta unido covalentemente al polipéptido IL-15Ra (o un fragmento funcional del mismo) por
medio de una secuencia conectora polipeptidica.

27. El complejo de proteinas de fusion solubles del apartado 5, en donde el antigeno para el dominio TCR
comprende un antigeno peptidico presentado en una molécula del MHC o HLA.

28. El complejo de proteinas de fusién solubles del apartado 27, en donde el antigeno peptidico deriva de un
polipéptido asociado a tumor o un polipéptido codificado por un virus.

29. El complejo de proteinas de fusion solubles del apartado 12, en donde el antigeno para el dominio de
anticuerpo comprende un receptor o ligando de la superficie celular.

30. El complejo de proteinas de fusiéon solubles del apartado 12 o 29, en donde el antigeno comprende un
antigeno CD, receptor o ligando de citoquina o quimioquina, receptor o ligando de factor de crecimiento, molécula de
adherencia celular, moléculas de MHC/de tipo MHC, receptor de Fc, receptor de tipo Toll, receptor de NK, TCR,
BCR, receptor o ligando co-estimulador positivo/negativo, receptor o ligando de tipo muerte, antigeno asociado a
tumor, o antigeno codificado por virus.

31. El complejo de proteinas de fusion solubles del apartado 1 - 30y 73 - 74, en donde el polipéptido IL-15Ra
comprende el dominio extracelular del receptor alfa de IL-15 capaz de unirse al polipéptido de IL-15.

32. El complejo de proteinas de fusién solubles de uno cualquiera de los apartados 1 - 31y 73 - 74, en donde
el polipéptido IL-15Ra comprende el dominio sushi de IL-15a o el dominio IL-15aAE3.

33. Una secuencia de aminoacidos que codifica la primera proteina de fusion de uno cualquiera de los
apartados 1-30y 73 - 74.

34. Una secuencia de acido nucleico que codifica la segunda proteina de uno cualquiera de los apartados 1 -
32y 73-74.
35. La secuencia de acido nucleico de los apartados 33 o 34, en donde la secuencia de acido nucleico

comprende adicionalmente un promotor, una sefial de inicio de la traduccién, y una secuencia lider unida
operablemente a la secuencia que codifica la proteina de fusion.

36. Un vector de ADN que comprende la secuencia de acido nucleico del apartado 33.

37. Un vector de ADN que comprende la secuencia de acido nucleico del apartado 34.
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38. Un vector de ADN que comprende las secuencias de acido nucleico de los apartados 33 y 34.
39. Un método para elaborar un complejo de proteinas de fusion solubles del apartado 1, comprendiendo el
método:

a) introducir en una primera célula anfitriona un vector de ADN del apartado 36 que codifica la primera
proteina de fusion,

b) cultivar la primera célula anfitriona en un medio en condiciones suficientes para expresar la primera
proteina de fusién en la célula o el medio;

c) purificar la primera proteina de fusion a partir de las células anfitrionas o el medio,

d) introducir en una segunda célula anfitriona un vector de ADN del apartado 37 que codifica la segunda
proteina de fusion,

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

f) purificar la segunda proteina de fusién a partir de las células anfitrionas o el medio, y

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

40. Un método para elaborar un complejo de proteinas de fusion solubles del apartado 1, comprendiendo el
método:

a) introducir en una primera célula anfitriona un vector de ADN del apartado 36 que codifica la primera
proteina de fusién y un vector de ADN del apartado 37 que codifica la segunda proteina de fusion,

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

c) purificar el complejo de proteinas de fusién solubles a partir de las células anfitrionas o el medio.

41. Un método para elaborar un complejo de proteinas de fusion solubles del apartado 1, comprendiendo el
método:

a) introducir en una célula anfitriona un vector de ADN del apartado 38 que codifica la primera y segunda
proteinas de fusion,

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

c) purificar el complejo de proteinas de fusion solubles a partir de las células anfitrionas o el medio.
42. Un método para destruir una célula diana, comprendiendo el método:

a) poner en contacto una pluralidad de células con un complejo de proteinas de fusion solubles del apartado
1 - 32, en donde la pluralidad de células comprende adicionalmente células inmunitarias que portan las cadenas de
IL-15R reconocidas por el dominio IL-15 del apartado 1, y las células diana que portan un antigeno reconocido por al
menos uno de los polipéptidos bioldgicamente activos del apartado 1,

b) formar un complejo de unidn especifico (puente) entre el antigeno sobre las células diana y las cadenas
de IL-15R sobre las células inmunitarias suficientemente para unir y activar las células inmunitarias, y

c) destruir las células diana por medio de las células inmunitarias activadas unidas.

43. El método del apartado 42, en donde las células diana son células tumorales o células infectadas
viralmente.

44, El método del apartado 42 o 43, en donde el polipéptido biolégicamente activo comprende un TCR.

45, El método del apartado 44, en donde el antigeno sobre las células diana comprende un antigeno peptidico

tumoral o codificado viralmente presentado en una molécula de MHC o HLA y reconocido por el TCR.

46. El método del apartado 42, en donde las células inmunitarias son células T, células LAK o células NK.
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47. Un método para prevenir o tratar una enfermedad en un paciente en el que las células enfermas expresan
un antigeno asociado a la enfermedad, comprendiendo el método:

a) administrar al paciente un complejo de proteinas de fusion solubles de uno cualquiera de los apartados 1
- 32y 73 - 74 que comprende un polipéptido biolégicamente activo que reconoce un antigeno asociado a la
enfermedad;

b) formar un complejo de union especifico (puente) entre las células enfermas que expresan el antigeno y
las células inmnitarias que expresan IL-15R suficientemente para localizar las células inmunitarias; y

c) dafiar o destruir las células enfermas suficientemente para prevenir o tratar la enfermedad en el paciente.

48. Un método para prevenir o tratar una enfermedad en un paciente en el que las células enfermas expresan
un antigeno asociado, comprendiendo el método:

a) mezclar células inmunitarias que portan las cadenas de IL-15R con un complejo de proteinas de fusion
solubles de uno cualquiera de los apartados 1 - 22 y 73, que comprende un polipéptido biolégicamente activo que
reconoce un antigeno asociado a la enfermedad,

b) administrar al paciente la mezcla del complejo de célula inmunitaria - proteinas de fusion;

c) formar un complejo de union especifico (puente) entre las células enfermas que expresan el antigeno y
las células inmunitarias que expresan IL-15R suficientemente para localizar las células inmunitarias; y

d) dafar o destruir las células enfermas suficientemente para prevenir o tratar la enfermedad en el paciente.

49. El método del apartado 47 o 48, en donde la enfermedad es cancer o infeccién viral.

50. El método del apartado 47 o 48, en donde el antigeno asociado a la enfermedad es un complejo de
péptido/MHC.

51. Un método para estimular respuestas inmunitarias en un mamifero que comprende administrar al mamifero

una cantidad eficaz del complejo de proteinas de fusion solubles de uno cualquiera de los apartados 1-32y 73 - 74.

52. Un método para suprimir respuestas inmunitarias en un mamifero que comprende administrar al mamifero
una cantidad eficaz del complejo de proteinas de fusion solubles de uno cualquiera de los apartados 1-32y 73 - 74.

53. El complejo de proteinas de fusion solubles de uno cualquiera de los apartados 1 - 32 'y 73 - 74, en donde al
menos una de las proteinas de fusion solubles comprende una marca detectable.

54. El complejo de proteinas de fusion solubles del apartado 53, en donde la marca detectable es biotina,
estreptavidina, una enzima o fragmento cataliticamente activo de la misma, un radionuclido, una nanoparticula, un
ién metalico paramagnético, o una molécula fluorescente, fosforescente, o quimioluminiscente.

55. Un método para detectar células o tejidos que comprende un antigeno presentado sobre las células o
tejidos, comprendiendo el método: a) poner en contacto las células o el tejido con al menos un complejo de proteinas
de fusion solubles del apartado 54 en condiciones que forman un complejo de unién especifico entre el antigeno y el
polipéptido bioldgicamente activo del complejo de proteinas de fusion solubles, b) lavar las células o el tejido en
condiciones apropiadas para eliminar cualquier complejo de proteinas de fusién solubles no unido al antigeno; y c)
detectar el complejo de unién especifico que es indicativo de células y tejidos que comprenden el antigeno.

56. El método del apartado 55, en donde el polipéptido biolégicamente activo comprende un TCR y el antigeno
comprende un antigeno peptidico presentado en una molécula de MHC o HLA que es reconocida por el TCR.

57. Una variante de IL-15 que comprende una secuencia de aminoacidos que es diferente de la secuencia de
aminoacidos del polipéptido de IL-15 nativo, en donde la variante de IL-15 tiene una actividad de unién mayor o
menor para los receptores IL-15RByC en comparacion con el polipéptido de IL-15 nativo.

58. El complejo de la variante de IL-15 del apartado 57, en donde la variante de IL-15 funciona como un
agonista o antagonista de IL-15.

59. El complejo de la variante de IL-15 del apartado 57, en donde la secuencia de la variante de IL-15 tiene al
menos un cambio de aminoacido en comparacién con la secuencia de IL-2 nativa.

60. El complejo de la variante de IL-15 del apartado 59, en donde el cambio de aminoacido consiste en una
sustitucion o delecion de aminoacido en el dominio IL-15 que interacciona con IL-15R( y/o yC.

61. El complejo de la variante de IL-15 del apartado 59, en donde el cambio de aminoacido consiste en una o
mas sustituciones o deleciones de aminoacido en las posiciones 8, 61, 65, 72, 92, 101, 108, o 111 de la secuencia
de IL-15 humana madura.
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62. El complejo de la variante de IL-15 del apartado 59, en donde el cambio de aminoacido consiste en la
sustitucién de D por N o A en la posicion 8, D por A en la posicion 61, N por A en la posicion 65, N por R en la
posicién 72 o Q por A en la posicidon 108 de la secuencia de IL-15 humana madura, o cualquier combinacion de
estas sustituciones.

63. El complejo de la variante de IL-15 del apartado 62, en donde el cambio de aminoacido da como resultado
una variante de IL-15 que tiene una actividad antagénica de IL-15 o una disminucion de la actividad de unién para
los receptores IL-15RByC en comparacion con el polipéptido de IL-15 nativo.

64. El complejo de la variente de IL-15 del apartado 59, en donde el cambio de aminoacido consiste en la
sustituciéon de N por D en la posicién 72 de la secuencia de IL-15 humana madura.

65. El complejo de la variente de IL-15 del apartado 64, en donde el cambio de aminoacido da como resultado
una variante de IL-15 que tiene actividad agonistica de IL-15 o un aumento de la actividad de union para los
receptores IL-15RByC en comparacién con el polipéptido de IL-15 nativo.

66. Una secuencia de acido nucleico que codifica la variante de IL-15 de los apartados 57 - 65.
67. Un vector de ADN que comprende la secuencia de acido nucleico del apartado 66.

68. Una célula anfitriona que comprende el vector del apartado 67.

69. Un método para producir la variante de IL-15 del apartado 57, comprendiendo el método:

b) cultivar la célula anfitriona del apartado 68 en condiciones suficientes para expresar la variante de IL-15;
produciendo de ese modo la variante de IL-15.
70. El método del apartado 70, que comprende adicionalmente purificar la variante de IL-15.

71. Un método de estimulacion de respuestas inmunitarias en un mamifero que comprende administrar al
mamifero una cantidad eficaz de la variante de IL-15 del apartado 57 — 65.

72. Un método de supresiéon de respuestas inmunitarias en un mamifero que comprende administrar al
mamifero una cantidad eficaz de la variante de IL-15 del apartado 57 — 65.

73. El complejo de proteinasa de fusion solubles del apartado 1, en donde el primer polipéptido biolégicamente
activo comprende un polipéptido TCRa o un fragmento funcional del mismo y el segundo polipéptido biolégicamente
activo comprende un polipéptido TCRp o un fragmento funcional del miso.

74. El complejo de proteinas de fusion solubles del apartado 1, en donde el primer polipéptido bioldgicamente
activo comprende un polipéptido de cadena pesada de un anticuerpo o un fragmento funcional del mismo y el
segundo polipéptido bioldgicamente activo comprende un polipéptido de cadena ligera de un anticuerpo o un
fragmento funcional del mismo.

Descripcion de los dibujos

La Figura 1 (A y B) es un dibujo esquematico. (A) es un esquema que representa un ejemplo de un complejo de una
proteina de fusion que contiene polipéptidos de TCR de cadena sencilla. (B) es un esquema que representa
constructos representativos de proteinas de fusidon que comprende el complejo de proteinas de fusion. (Referencial)

La Figura 2 (A - C) consiste en tres paneles. (A) representa un mapa de del vector de expresion de pNEF38-
¢c264scTCR/hulL15. (B) muestra la secuencia del gen de fusion de c264scTCR/hulL15 y (C) muestra la secuencia de
la proteina de fusion de c264scTCR/hulL15, incluyendo la secuencia lider. (Referencial)

La Figura 3 (A - C) consiste en tres paneles. (A) representa un mapa del vector de expresion de pNEF38-
c264scTCR-bisagra-hulL15. (B) muestra la secuencia del gen de fusion de c264scTCR-bisagra-hulL15 y (C) muestra
la secuencia de la proteina de fusidon de c264scTCR-bisagra-hulL15, incluyendo la secuencia lider. (Referencial)

La Figura 4 (A - C) consiste en tres paneles. (A) representa un mapa del vector de expresion de pNEF38-
¢c264scTCR/hulL15RaDE3. (B) muestra la secuencia del gen de fusion de c264scTCR/hulL15RaAE3 y (C) muestra
la secuencia de la proteina de fusidon de c264scTCR/hulL15RaAE3, incluyendo la secuencia lider. (Referencial)

La Figura 5 (A - C) consiste en tres paneles. (A) representa un mapa del vector de expresion de pNEF38-
c264scTCR/hulL15RaSushi. (B) muestra la secuencia del gen de fusion de c264scTCR/hulL15RaSushi y (C)
muestra la secuencia de la proteina de fusion de c264scTCR/hulL15RaSushi, incluyendo la secuencia lider.
(Referencial)

La Figura 6 (A - C) consiste en tres paneles. (A) representa el vector de expresion de pNEF38-c264scTCR-bisagra-
hulL15RaSushi. (B) muestra la secuencia del gen de fusién de c264scTCR-bisagra-hulL15RaSushi y (C) muestra la
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secuencia de la proteina de fusion de c¢264scTCR-bisagra-hulL15RaSushi, incluyendo la secuencia lider.
(Referencial)

La Figura 7 es un mapa del vector de expresion de pSun-c264scTCRIL15/c264scTCRIL15RaSushi. (Referencial)
La Figura 8 es un mapa del vector de expresion de pSun-c264scTCRIL15/c264scTCRIL15RaDES3. (Referencial)

La Figura 9 (A y B) expone la caracterizacion de células transfectadas que expresan la proteina de fusion de
TCR/IL15Ra. (A) son dos graficos que muestran el analisis citométrico de flujo de células que expresan la proteina
de fusion. (B) es un grafico que muestra los resultados de un ELISA basado en TCR para la produccion de la
proteina de fusion. (Referencial)

La Figura 10 (A y B) muestra el analisis de las proteinas de fusién de TCR/IL15 y TCR/IL15Ra por medio de SDS
PAGE reductora. (A) muestra los sobrenadantes de cultivo celular que contienen c¢264scTCR/hulL15 o
¢c264scTCR/hulL15RaSushi. (B) muestra los sobrenadantes de cultivo celular que contienen c264scTCR/hulL15 o
¢c264scTCR/hulL15RaAE3. (Referencial)

La Figura 11 (A - C) muestra el analisis de TCR/IL15, TCR/IL15Ra y complejos de proteinas de fusion mediante
cromatografia de exclusion por tamafios. (A) es un grafico que muestra el perfil de cromatografia SEC de
c264scTCR/hulL15. (B) es un grafico que muestra el perfil de cromatografia SEC de c264scTCR/hulL15RaSushi. (C)
es un grafico que muestra el perfil de cromatografia SEC del complejo de proteinas de fusion de c264scTCR/hulL15
+ c264scTCR/hulL15RaSushi. (Referencial)

La Figura 12 (A y B) es un analisis de TCR/IL15Ra y complejos de proteinas de fusidon mediante cromatografia de
exclusion por tamafios. (A) es un grafico que ilustra el perfil de cromatografia SEC de ¢c264scTCR/hulL15RaAE3. (B)
es un grafico que ilustra el perfil de cromatografia SEC del complejo de proteinas de fusion de c264scTCR/hulL15 +
¢c264scTCR/hulL15RaAE3. (Referencial)

La Figura 13 es un grafico que muestra la union de TCR/IL15, TCR/IL15Ra y complejos de proteinas de fusion a
complejos de péptido/MHC presentados sobre las células, segun se determina mediante citometria de flujo.
(Referencial)

La Figura 14 (A-D) consiste en cuatro paneles. (A) muestra la secuencia de la proteina IL15 humana madura (SEQ
ID NO: 1) y los residuos subrayados en color azul estan sustituidos en las variantes de IL-15 como se muestra en la
Tabla 1. (B) muestra los vectores de expresion pNEF38-c264scTCR-bisagra-hulL15D8A y pNEF38-c264scTCR-
bisagra-hulL15D8N. (C) muestra la secuencia de los genes pNEF38-c264scTCR-bisagra-hulL15D8A y pNEF38-
c264scTCR-bisagra-hulL15D8N y (D) muestra la secuencia de la proteina de fusién de pNEF38-c264scTCR-bisagra-
hulL15D8A y pNEF38-c264scTCR-bisagra-hulL15D8N, incluyendo la secuencia lider. Los nucleétidos subrayados se
cambiaron para generar las variantes de IL-15 indicadas. (Referencial)

La Figura 15 es un grafico que muestra el analisis de citometria de flujo de células CTLL2 portadoras de IL-15R
tefiidas con las proteinas y los complejos de fusion seguido del reactivo de péptido/MHC especifico de TCR.
(Referencial)

La Figura 17 (A - C) son graficos que muestran la unién de complejos de proteinas de fusion diméricos de
TCR/IL15RaSushi y TCR/IL15, que comprende formas nativas y variantes de IL15, a complejos de péptido
cognado/MHC que se presentan en células cargadas con el péptido, como se determina mediante citometria de flujo.
También se muestra la union de fondo de los complejos de proteinas de fusion diméricos en las células sin péptido
cargado (A) es un grafico que muestra la unién de los complejos diméricos de TCR/IL15RaSushi y TCR/IL15wt
(forma nativa), o variantes de TCR/IL15D8N o TCR/IL15D8A a complejos de péptido cognado/MHC que se
presentan en las células. (B) es un grafico que muestra la ligera uniéon de fondo de complejos diméricos de
TCR/IL15RaSushi y TCR/IL15wt (forma nativa) a las células sin péptido cargado. No se observé unién de fondo de
complejos diméricos de TCR/IL15RaSushi y variantes de TCR/IL15D8N o TCR/IL15D8A a las células no cargadas.
(C) es un grafico que muestra el analisis de citometria de flujo de células 32D que portan IL-15RByC tefiidas con
complejos dimeros de TCR/IL15RaSushi y TCR/IL15wt (forma nativa), o variantes de TCR/IL15N72D, TCR/IL15D8N
o TCR/IL15D8A. Se observé el aumento de la unién a IL-15RByC del complejo que contenia TCR/IL15N72D vy la
disminucion de la unién a IL-15RByC de los complejos que contenian TCR/IL15D8N o TCR/IL15D8A. (Referencial)

La Figura 18 (A y B) son graficos que muestran las actividades de union de proteinas de fusiéon de TCR/IL15,
antagonistas, y agonistas de tipo amplio a complejos de péptidos cognados/MHC e IL15Ra segun se determina
mediante ELISA. (A) es el analisis que muestra la actividad de unién de las proteinas de fusiéon a complejos de
péptidos cognados/MHC. (B) es el analisis que muestra la actividad de union de las proteinas de fusion a IL15Ra.
(Referencial)

La Figura 16 es un grafico que muestra las proteinas de fusion y los complejos de proteinas de fusion que apoyan el
crecimiento de células que portan IL15R como se determina mediante un analisis de proliferacion celular.
(Referencial)
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La Figura 19 (A - C) son graficos que muestran la capacidad de las proteinas de fusion de TCR/IL-15 que
comprenden variantes de IL-15 para inhibir o aumentar el crecimiento de células que portan IL15R, como se
determina mediante un analisis de proliferacion celular. (A) es un grafico que muestra la actividad de las proteinas de
fusién que comprenden variantes de IL-15 para inhibir la proliferacion de células CTLL-2 que portan IL15R (complejo
receptor afy) de alta afinidad. (B) es un grafico que muestra la actividad de las proteinas de fusion que comprenden
variantes de IL-15 para inhibir o potenciar la proliferacion de células 32D que portan IL15R (complejo receptor By)
de baja afinidad. (C) es un grafico que muestra la actividad de las proteinas de fusion que comprenden variantes de
IL-15 para bloquear la proliferacion estimulada por TCR/IL15wt de células CTLL-2 que portan IL15R de alta afinidad
(complejo receptor afy). (Referencial)

La Figura 20 representa los efectos de la incubacion in vitro de células de NK con complejos de proteinas de fusion
diméricos de TCR/IL15RaSushi y TCR/IL15 sobre la supervivencia de xenoinjertos de ratones carentes de sistema
inmunitario portadores de tumores. A los ratones carentes de sistema inmunitario atimicos se les inyectaron células
NSCLC A549-A2 humanas para permitir el establecimiento de metastasis de pulmén. Las células NK purificadas
aisladas de bazos de ratones donantes alogénicos se incubaron in vitro con rhiL-2, MART1scTCR-IL2, c264scTCR-
IL2 0 c264scTCR-IL15/c264scTCR-IL15Ra y se transfirieron adoptivamente a los ratones portadores de tumores que
habian sido pretratados con ciclofosfamida (CTX), como se indica en la leyenda de la figura. Se trazé el porcentaje
de supervivencia después del tratamiento. (Referencial)

La Figura 21 expone la Tabla 1 que muestra las sustituciones de aminoacidos en las variantes de IL-15 y los efectos
de estos cambios sobre la actividad de IL-15.

Las Figuras 22A-B exponen la secuencia de aminoacidos de la IL-15 (SEC ID NO: 1) y la secuencia de acido
nucleico de IL-15 (SEC ID NO: 2), respectivamente.

Descripcion detallada de la invencién

Se ha establecido que IL-15 se une de forma estable al dominio extracelular del IL-15Ra y que el complejo resultante
es capaz de modular (es decir, estimular o bloquear) las respuestas inmunitarias a través del complejo de IL-15R de
afinidad intermedia o elevada (1-4). Ademas, se ha demostrado que el TCR de cadena sencilla o los polipéptidos de
anticuerpos se pueden fusionar a las citoquinas y otros dominios efectores inmunitarios y que tales moléculas de
fusion biespecificas conservan la actividad funcional de ambos dominios de fusion (5-8). Adicionalmente, se ha
demostrado que las formas multivalentes del TCR proporcionan una mayor unién a sus ligandos (9).

Definiciones

Las siguientes definiciones se proporcionan para los términos especificos que se utilizan en la siguiente descripcion
escrita.

Segun se utiliza en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones, la forma singular "un", "una", "el" y "la" incluyen
referencias plurales a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Por ejemplo, el término "una célula"
incluye una pluralidad de células, incluyendo mezclas de las mismas. El término "una molécula de acido nucleico"
incluye una pluralidad de moléculas de acido nucleico.

Tal segun se utiliza en la presente memoria, se pretende que el término "que comprende" signifique que las
composiciones y métodos incluyen los elementos citados, pero no excluyen otros elementos. "Que consiste
esencialmente en", cuando se utiliza para definir composiciones y métodos, significara que excluye otros elementos
de cualquier significado esencial para la combinacién. De este modo, una composicion que consiste esencialmente
en los elementos definidos en la presente memoria no excluiria contaminantes traza del método de aislamiento y
purificacién ni portadores farmacéuticamente aceptables, tales como soluciéon salina tamponada con fosfato,
conservantes, y similares. "Que consiste en" significard que excluye mas elementos traza de otros ingredientes y
etapas sustanciales del método para la administracién de las composiciones de esta invencién. Las realizaciones
definidas por cada uno de estos términos de transicion estan dentro del alcance de esta invencion.

Un "anticuerpo” es cualquier inmunoglobulina, incluyendo anticuerpos y fragmentos de los mismos, que se une a un
epitopo especifico. El término abarca anticuerpos policlonales, monoclonales, quiméricos y de cadena sencilla, asi
como anticuerpos biespecificos.

El término "antigeno", segun se utiliza en la presente memoria representa cualquier sustancia que hace que el
sistema inmunitario produzca anticuerpos o respuestas inmunitarias mediadas por células especificas contra ella. Un
antigeno asociado a una enfermedad es cualquier sustancia que esta asociada con cualquier enfermedad.

Se pretende que el término "polipéptido biolégicamente activo" seguin se utiliza en la presente memoria se refiera a
una secuencia de aminoacidos tal como una proteina, polipéptido o péptido; un azlcar o polisacarido; un lipido o un
glicolipido, glicoproteina, o lipoproteina que puede producir los efectos deseados comentados en la presente
memoria, incluyendo un TCR o un complejo de una proteina de fusion de anticuerpo con actividad de unién al
antigeno.
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Se pretende que el término "célula", segun se utiliza en la presente memoria incluya cualquier célula primaria
procariética, eucariética o linea celular inmortalizada, cualquier grupo de células tales como, un tejido o un érgano.
Preferiblemente las células son de mamifero y particularmente de origen humano, y pueden estar infectadas por uno
0 mas patégenos. Una "célula anfitriona” de acuerdo con la invenciéon puede ser una célula transfectada,
transformada, transducida o infectada de cualquier origen, incluyendo células procaridticas, eucaridticas, de
mamifero, de ave, de insecto, de planta o bacterianas, o puede ser una célula de cualquier origen que se puede
utilizar para propagar un acido nucleico descrito en la presente memoria.

Se pretende que el término "molécula conjugada”, segun se utiliza en la presente memoria se refiera a un TCR o
molécula de anticuerpo y una molécula efectora, normalmente un molécula quimica o sintetizada unida
covalentemente (es decir fusionada) mediante un método quimico u otro método adecuado. Si se desea, la molécula
conjugada se puede fusionar en uno o varios sitios a través de una secuencia conectora peptidica o una molécula
portadora. Alternativamente, el conector peptidico o portador se pueden utilizar para ayudar a la construccion de la
molécula conjugada. Las moléculas conjugadas especificamente preferidas son toxinas conjugadas o marcas
detectables.

Se pretende que el término "molécula efectora" segun se utiliza en la presente memoria se refiera a una secuencia
de aminoacidos tal como una proteina, polipéptido o péptido; un azucar o polisacarido; un lipido o un glicolipido,
glicoproteina, lipoproteina o agente quimico que puede producir los efectos deseados comentados en la presente
memoria, incluyendo un dominio de IL-15, variante de IL-15 o receptor de IL-15 tal como IL-15Raq, IL-2RB o yC, o
fragmentos funcionales de los mismos.

Los términos "molécula de fusion" y "proteina de fusion" se utilizan indistintamente y se pretende que se refieran a
un anticuerpo polipéptido biolégicamente activo, y una molécula efectora normalmente una secuencia de proteina o
péptido unida covalentemente (es decir fusionada) por medio de un método recombinante, quimico u otro método
adecuado. Si se desea, la molécula de fusion se puede fusionar en uno o varios sitios a través de una secuencia
conectora peptidica. Alternativamente, el conector peptidico se puede utilizar para ayudar a la construccion de la
molécula de fusién. Las moléculas de fusion especificamente preferidas son las proteinas de fusién. Generalmente
molécula de fusion también puede estar compuesta de moléculas conjugadas.

Se pretende que el término "célula anfitriona" se refiera a cualquier célula procariética o eucariética que contenga un
vector de clonacién o un vector de expresion. Este término también incluye aquellas células procaridticas o
eucaridticas que se han modificado genéticamente para contener el gen o los genes clonados en el cromosoma o el
genoma de la célula anfitriona.

Se pretende que el término "respuesta inmunitaria”, segun se utiliza en la presente memoria se refiera al proceso
mediante el cual las células inmunitarias son estimuladas y reclutadas de la sangre a tejidos linfoides asi como no
linfoides a través de un proceso multifactorial que implica distintas etapas de adherencia y activacion. Las
condiciones de activacion causan la liberacion de citoquinas, factores de crecimiento, quimioquinas y otros factores,
regulan al alza la expresion de las moléculas de adherencia y otras moléculas de activacion sobre las células
inmunitarias, promueven la adherencia, cambios morfolégicos, y/o la extravasacién concurrente con quimiotaxis a
través de los tejidos, aumentan la proliferacion celular y la actividad citotdxica, estimulan la presentacion de
antigenos y proporcionan otros cambios fenotipicos incluyendo la generacion de tipos de células de memoria.
También se pretende que la respuesta inmunitaria se refiera a la actividad de las células inmunitarias para suprimir o
regular la actividad inflamatoria o citotoxica de otras células inmunitarias.

Segun se utilizan en la presente memoria, los términos "polinucleétido” y "molécula de acido nucleico” se utilizan
indistintamente para referirse a formas poliméricas de nucleétidos de cualquier longitud. Los polinucleétidos pueden
contener desoxirribonucledtidos, ribonucledtidos, y/o sus analogos. Los nucleétidos pueden tener cualquier
estructura tridimensional, y pueden realizar cualquier funcién, conocida o desconocida. El término "polinucleétido”
incluye, por ejemplo, moléculas helicoidales de hebra sencilla, doble y triple, un gen o fragmento génico, exones,
intrones, ARNm, ARNt, ARNr, ribozimas, moléculas antisentido, ADNc, polinucleétidos recombinantes,
polinucleétidos ramificados, aptameros, plasmidos, vectores, ADN aislado de cualquier secuencia, ARN aislado de
cualquier secuencia, sondas de acido nucleico, y cebadores. Una molécula de acido nucleico también puede
comprender moléculas de acido nucleico modificadas (p. €j., que comprenden bases modificadas, azucares, y/o
conectores internucleotidicos).

Se pretende que el término "polipéptido" se refiera a cualquier polimero que consista preferiblemente esencialmente
en cualquiera de los 20 aminoacidos naturales, independientemente de su tamafo. Aunque el término "proteina” se
utiliza a menudo en referencia a proteinas relativamente grandes, y "péptido" se utiliza a menudo en referencia a
polipéptidos pequefios, el uso de estos términos en la materia a menudo se solapa. El término "polipéptido" se
refiere generalmente a proteinas, polipéptidos, y péptidos a no ser que se indique lo contrario. Los péptidos utiles de
acuerdo con la presente invencion, en general, tendran generalmente entre aproximadamente 0,1 y 100 KD o mas
hasta aproximadamente 1.000 KD, preferiblemente entre aproximadamente 0,1, 0,2, 0,5, 1, 2, 5, 10, 20, 30 y 50 KD
a juzgar por las técnicas convencionales de dimensionamiento de moléculas tales como centrifugacion o
electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida.
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Se pretende que los términos "prevenir', "que previene", "prevencion”, "tratamiento profilactico” y similares se
refieran a la reduccion de la probabilidad de desarrollar un trastorno o afeccion en un sujeto, que no tiene, pero esta
en riesgo de o es susceptible de desarrollar un trastorno o afeccion.

Se pretende que el término "anticuerpo de cadena sencilla" haga referencia a un anticuerpo basado en un formato
de cadena sencilla. Los anticuerpos de cadena sencilla pueden consistir en subunidades de anticuerpos de unién
minimas. Los anticuerpos de cadena sencilla se pueden combinar solamente con aquellas regiones de union al
antigeno de los anticuerpos en una cadena polipeptidica sencilla plegada establemente. Como tales, los anticuerpos
de cadena sencilla tienen un tamaro considerablemente menor que las inmunoglobulinas clasicas pero conservan
las propiedades de unién especificas del antigeno de los anticuerpos. Los anticuerpos de cadena sencilla se pueden
conectar con una amplia gama de ligandos, por ejemplo moléculas efectoras o productos conjugados de farmacos.

El término "soluble" segun se utiliza en la presente memoria significa que la molécula de fusién y concretamente una
proteina de fusion no sedimenta facilmente a una centrifugacion de fuerza G baja (p. ej. menos de aproximadamente
30.000 revoluciones por minuto en una centrifuga convencional) en un tampén acuoso, p. €j., medio celular.
Adicionalmente, la molécula de fusion es soluble si permanece en disolucion acuosa a una temperatura mayor de
aproximadamente 5-37°C y a un pH neutro o proximo al neutro en presencia de una concentracion baja o nula de un
detergente anidénico o no ionico. En estas condiciones, una proteina soluble tendréa a menudo un valor de
sedimentacion bajo p. ej., menos de aproximadamente 10 a 50 unidades svedberg.

Las disoluciones acuosas referidas en la presente memoria tienen tipicamente un compuesto tamponador para
establecer un pH, tipicamente dentro de un intervalo de pH de aproximadamente 5-9, y un intervalo de fuerza idnica
entre aproximadamente 2 mM y 500 mM. En ocasiones se afiade un detergente no iénico suave o inhibidor de la
proteasa. Adicionalmente, se puede afiadir si se desea una proteina portadora tal como albimina de suero bovino
(BSA) a unos pocos mg/ml. Los tampones acuosos ilustrativos incluyen solucion salina tamponada con
fosfatoconvencional, solucion salina tamponada con ftris, u otros tampones y formulaciones de medios celulares
conocidos.

Se pretende que el término "estimular" o "que estimula" haga referencia a incrementar, amplificar, aumentar, reforzar
una respuesta inmunitaria. La estimulacion puede ser una alteracién positiva. Un incremento ilustrativo puede ser p.
€j., de 5%, 10%, 25%, 50%, 75%, o incluso 90-100%. Otros incrementos ilustrativos incluyen 2 veces, 5 veces, 10
veces, 20 veces, 40 veces, o incluso 100.

Se pretende que el término "suprimir" o "que suprime" haga referencia a reducir, atenuar, disminuir, detener, o
estabilizar una respuesta inmunitaria. La supresion puede ser una alteracion negativa. Una reduccion ilustrativa
puede ser p. €j., de 5%, 10%, 25%, 50%, 75%, o incluso 90-100%. Las reducciones ilustrativas incluyen 2 veces, 5
veces, 10 veces, 20 veces, 40 veces, o incluso 100 veces.

Se pretende que el término "Receptor de células T" (TCR) haga referencia a polipéptidos de un complejo de
proteinas integrantes de la membrana que participa en la activacion de las células T en respuesta a la presentacion
del antigeno. Las células T reconocen un péptido unido al producto del MHC a través del receptor de células T
(TCR) heterodimérico af. El repertorio de TCR tiene una considerable diversidad creada por el mismo mecanismo
de reordenamiento génico utilizado en los genes de la cadena pesada y ligera de los anticuerpos [Tonegawa, S.
(1988) Biosci. Rep. 8:3-26]. La mayor parte de la diversidad se genera en las conexiones de las regiones variable (V)
y de empalme (J) (o diversidad, D) que codifican la region determinante de la complementariedad 3 (CDR3) de las
cadenas a y B [Davis and Bjorkman (1988) Nature 334:395-402]. Sin embargo, los TCR no experimentan mutaciones
puntuales somaticas como lo hacen los anticuerpos y, quizas no casualmente. Los TCR tampoco experimentan el
mismo grado de maduracioén de la afinidad que los anticuerpos. Los TCR como ocurre en la naturaleza parece que
tienen afinidades que oscilan de 10° a 10" M™" mientras que los anticuerpos tiene tipicamente afinidades que oscilan
de 10° a 10° M [Davis et al. (1998) Annu. Rev. Immunol. 16:523-544; Eisen et al. (1996) Adv. Protein Chem. 49:1-
56]. Si bien la ausencia de mutacién somatica en los TCR puede estar asociada con afinidades inferiores, también
se ha sefialado que no es una ventaja selectiva para un TCR tener una afinidad mas alta. De hecho, los modelos de
activacion en serie [Valitutti et al. (1995) Nature 375:148-151] y de actividad correctora cinética [Rabinowitz et al.
(1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:1401-1405] de activacion de células T sugieren ambos que tasas de
disociacion mas extensas (asociadas con una afinidad mas alta) serian perjudiciales para el proceso de
sefalizacion. También es posible que los TCR de afinidad mas alta no mantuvieran la especificidad por el péptido
requerida para las respuestas de la célula T. Por ejemplo, los péptidos unidos en la hendidura del MHC despliegan
una superficie accesible limitada [Bjorkman, P. J. (1997) Cell 89:167-170], lo que a su vez puede limitar la cantidad
de energia que se puede generar en la interaccién. Por otro lado, el aumento de la afinidad de un TCR dirigiendo la
energia hacia las hélices del MHC conduciria presumiblemente a la delecion timica durante la selecciéon negativa
[Bevan, M. J. (1997) Immunity 7:175-178]. El término "TCR" abarca receptores de células T policlonales,
monoclonales, quiméricos, humanizados, heterodiméricos y de cadena sencilla o un fragmento funcional de los
mismos, incluyendo la molécula que comprende los dominios Va y V3 del TCR. El término "TCR" también abarca los
receptores de células T descritos por ejemplo en, la Solicitud Provisional de los Estados Unidos Titulada "T CELL
RECEPTOR FUSIONS AND CONJUGATES AND METHODS OF USE THEREOF", presentada el 19 de Marzo de
2008 y en la Publicacion de Patente de los Estados Unidos 2003 01-44474A1.
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El término "vector" es una molécula de acido nucleico que es capaz de replicarse autbnomamente en una célula
anfitriona y puede aceptar ADN foraneo. Un vector porta su propio origen de replicacion, uno o mas sitios de
reconocimiento Unicos para endonucleasas de restriccion que se pueden utilizar para la inserciéon de ADN foraneo, y
usualmente marcadores seleccionables tales como genes que codifican resistencia a antibiéticos, y a menudo
secuencias de reconocimiento (p. ej. promotor) para la expresion del ADN insertado. Los vectores comunes incluyen
vectores plasmidicos y vectores de fagos.

Receptores de células T (TCR)

Las células T son un subgrupo de células que junto con otros tipos de células inmunitarias (polimorfonucleares,
eosinofilos, basofilos, mastocitos, células B, NK), constituyen el componente celular del sistema inmunitario. En
condiciones fisioldgicas las células T funcionan en la vigilancia inmunolégica y en la eliminacién de antigenos
foraneos. Sin embargo, en condiciones patoldgicas existen pruebas convincentes de que las células T desempefian
un papel importante en la causa y la propagacion de la enfermedad. En estos trastornos, el fallo de la tolerancia
inmunolégica de las células T, ya sea central o periférica es un proceso fundamental en la causa de las
enfermedades autoinmunitarias.

El TCR esta compuesto de al menos siete proteinas transmembrana. El heterodimero unido mediante disulfuro
(alfa..beta.) forma la unidad de reconocimiento del antigeno monotipico, mientras que las cadenas invariables de
CD3, que consisten en cadenas épsilon., .gamma., .delta., y .zeta. y .eta., son responsables del acoplamiento del
ligando que se une en las rutas de sefializacion que dan como resultado la activacion de las células T y de la
elaboracion de las respuestas inmunitarias celulares. A pesar de la diversidad génica de las cadenas de TCR, dos
caracteristicas estructurales son comunes a todas las subunidades conocidas. En primer lugar, son proteinas
transmembrana con un solo dominio que atraviesa la membrana, presumiblemente en hélice alfa. En segundo lugar,
todas las cadenas de los TCR tienen la caracteristica inusual de poseer un aminoacido cargado dentro del dominio
transmembrana pronosticado. Las cadenas invariantes tienen una sola carga negativa, conservada entre ratones y
seres humanos, y las cadenas variantes poseen una (TCR-beta) o dos (TCR-alfa) cargas positivas. La secuencia
transmembrana del TCR-.alfa. esta altamente conservada en varias especies y de este modo filogenéticamente
puede cumplir un papel funcional importante. La secuencia octapeptidica que contiene los aminoacido hidréfilos
lisina y arginina es idéntica entre las especies.

Una respuesta de las células T es modulada por la unién del antigeno al TCR. Un tipo de TCR es un heterodimero
unido a membrana que consiste en una cadena a y B que se asemeja a una region variable (V) y constante (C) de
inmunglobulina. La cadena a de TCR incluye una cadena V-a y C-a conectadas covalentemente, mientras que la
cadena B incluye una cadena V-3 conectada covalentemente a una cadena C-B. Las cadenas V-a y V- forman un
bolsillo o hendidura al que se pueden unir un superantigeno o un antigeno en el contexto del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) (conocido en seres humanos como complejo HLA). Véase generalmente Davis Ann. Rev.
of Immunology 3: 537 (1985); Fundamental Immunology 32 Ed., W. Paul Ed. Rsen Press LTD. New York (1993).

Proteinas de fusion

Los complejos de proteinas de fusion solubles de la invencion comprenden al menos dos proteinas de fusion
solubles, donde

la primera proteina de fusion comprende (a) un primer anticuerpo o fragmento funcional del mismo unidos
covalentemente a (b) polipéptido de interleuquina 15 (IL-15) o un fragmento funcional del mismo; y

la segunda proteina de fusién comprende (c) un segundo anticuerpo o fragmento funcional del mismo unidos
covalentemente a (d) polipéptido receptor alfa de interleuquina 15 soluble (IL-15Ra) o un fragmento funcional del
mismo;

en donde el dominio IL-15 de la primera proteina de fusidon se une al dominio IL-15Ra soluble de la segunda proteina
de fusion para formar un complejo de proteinas de fusion solubles, en donde el anticuerpo es especifico para el
reconocimiento de un antigeno concreto y en donde el anticuerpo es un anticuerpo de cadena sencilla o un Fv de
cadena sencilla.

Segun se utiliza en la presente memoria, se pretende que el término "polipéptido biolégicamente activo" o "molécula
efectora" se refiera a una secuencia de aminoacidos tal como una proteina, polipéptido o péptido; un azutcar o
polisacarido; un lipido o un glicolipido, glicoproteina, o lipoproteina que puedan producir los efectos deseados como
se comenta en la presente memoria. Las moléculas efectoras también incluyen agentes quimicos. Asimismo se
contemplan &acidos nucleicos de moléculas efectoras que codifican una proteina, polipéptido, o péptido
bioldgicamente activos o efectores. De ese modo, las moléclas adecuadas incluyen factores reguladores, enzimas,
anticuerpos, o farmacos asi como ADN, ARN, y oligonucleétidos. Los polipéptidos biolégicamente activos o
moléculas efectoras pueden ser de origen natural o pueden ser sintetizados a partir de componentes conocidos, p.
ej., mediante sintesis recombinante o quimica y pueden incluir componentes heterélogos. Un polipéptido
biolégicamente activo o molécula efectora tiene entre aproximadamente 0,1 y 100 KD o mas grande hasta 1000 KD,
preferiblemente entre aproximadamente 0,1, 0,2, 0,5, 1, 2, 5, 10, 20, 30 y 50 KD a juzgar por las técnicas de
clasificacion por tamafio de moléculas convencionales tales como centrifugacion o electroforesis en gel de
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poliacrilamida-SDS. Los efectos deseados de la invencioén incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, la formacion
de un complejo de proteinas de fusion de TCR con aumento de la actividad de unién, eliminacion de una célula
diana, p. ej., para inducir la proliferacion celular o la muerte celular, iniciar una respuesta inmunitaria, en la
prevencion o tratamiento de una enfermedad, o para actuar como molécula de deteccién con fines diagnosticos.
Para semejante deteccion, se podria utilizar un analisis, por ejemplo un analisis que incluya etapas sucesivas de
cultivo de células para su proliferacion, y el contacto de las células con un complejo de fusién de TCR de la
invencion y a continuacion la evaluacion de si el complejo de fusién de TCR inhibe el desarrollo adicional de las
células.

La conexion covalente de la molécula efectora al péptido de TCR proporciona una serie de ventajas significativas. Se
pueden producir complejos de fusion de TCR de la invenciéon que contienen una Unica molécula efectora, incluyendo
tal péptido de estructura conocida. Adicionalmente, se puede producir una amplia variedad de moléculas efectoras
en vectores de ADN similares. Esto es, se puede conectar una biblioteca de moléculas efectoras diferentes a la
molécula de TCR para la presentacién de las células infectadas o enfermas. Adicionalmente, para aplicaciones
terapéuticas, en lugar de la administracion de una molécula de TCR a un sujeto, se puede administrar el vector de
expresion de ADN que codifica la molécula de TCR conectada al péptido efector para la expresion in vivo del
complejo de fusion de TCR. Semejante enfoque evita etapas de purificacion costosas tipicamente asociadas con la
preparacion de proteinas recombinantes y evita las complejidades de la absorcién y procesamiento de los antigenos
asociados con los enfoques convencionales.

Como se ha indicado, los componentes de las proteinas de fusion descritos en la presente memoria, p. €j.,
moléculas efectoras tales como citoquinas, quimioquinas, factores de crecimiento, toxinas proteicas, dominios de
inmunoglobulina u otras moléculas bioactivas y cualquiera de los conectores peptidicos, se pueden organizar casi de
cualquier manera siempre que la proteina de fusion tenga la funcién para la cual estuviera destinada. En particular,
cada componente de la proteina de fusiéon puede estar separado de otro componente por al menos una secuencia
conectora peptidica adecuada si se desea. Adicionalmente, las proteinas de fusién puede incluir etiquetas, p. €j.,
para facilitar la modificacion, identificacion y/o purificacion de la proteina de fusion. Las proteinas de fusion mas
especificas se encuentran en los ejemplos descritos mas abajo.

Conectores

Los complejos de fusion de la invencion también incluyen preferiblemente una secuencia conectora flexible
intercalada entre los dominios IL-15 o IL-15Ra y el polipéptido polipéptido bioldgicamente activo, siendo un
anticuerpo o un fragmento funcional del mismo. La secuencia conectora debe permitir el posicionamiento eficaz del
polipéptido bioldgicamente activo con respecto a los dominios IL-15 o IL-15Ra para permitir la actividad funcional de
ambos dominios.

En ciertas realizaciones, el complejo de proteinas de fusién soluble tiene un conector en donde el primer polipéptido
bioldgicamente activo siendo un anticuerpo o un fragmento funcional del mismo, esta unido covalentemente a IL-15
(o un fragmento funcional de la misma) por una secuencia conectora polipeptidica.

En ofras ciertas realizaciones, el complejo de proteinas de fusion soluble descrito en la presente memoria tiene un
conector en donde el segundo polipéptido biolégicamente activo siendo un anticuerpo o un fragmento funcional del
mismo, esta unido covalentemente a un polipéptido de IL-15Ra (o un fragmento funcional del mismo) por una
secuencia conectora polipeptidica.

La secuencia conectora esta codificada preferiblemente por una secuencia de nucleétidos que da como resultado un
péptido que puede situar eficazmente la hendidura de unién de la molécula de TCR para el reconocimiento de un
antigeno de presentacion. Segun se utiliza en la presente memoria, se pretende que la expresion "localizacion eficaz
del polipéptido biolégicamente activo con respecto a los dominios IL-15 o IL-15Ra", u otra expresion similar,
represente que el polipéptido biolégicamente activo unido a los dominios IL-15 o IL-15Ra esté localizado de manera
que los dominios IL-15 o IL-15Ra sean susceptibles de interaccionar entre si para formar un complejo de proteina.
En ciertas realizaciones, los dominios IL-15 o IL-15Ra estan localizados eficazmente para permitir interacciones con
células inmunitarias para iniciar o inhibir una reaccién inmunitaria, o para inhibir o estimular el desarrollo celular.

Preferiblemente la secuencia conectora comprende de aproximadamente 7 a 20 aminoacidos, mas preferiblemente
de aproximadamente 8 a 16 aminoacidos. La secuencia conectora es preferiblemente flexible con el fin de no
mantener el polipéptido bioldgicamente activo o la molécula efectora en una uUnica conformacion no deseada. La
secuencia conectora se puede utilizar, p. €j., para separar el sitio de reconocimiento de la molécula fusionada.
Especificamente, la secuencia conectora peptidica puede estar localizada entre el polipéptido biolégicamente activo
y la molécula efectora, p. €j., para entrecruzarlos quimicamente y para proporcionar flexibilidad molecular. El
conector preferiblemente comprende predominantemente aminoacidos con cadenas laterales pequefias, tales como
glicina, alanina y serina, para proporcionar flexibilidad. Preferiblemente aproximadamente 80 o 90 por ciento o mas
de la secuencia conectora comprende residuos de glicina, alanina o serina, concretamente residuos de glicina y
serina. Para un complejo de proteinas de fusién que comprende un TCR heterodimérico, la secuencia conectora
esta unida adecuadamente a la cadena b de la molécula de TCR, aunque la secuencia conectora también podria
estar anclada a la cadena a de la molécula de TCR. Alternativamente, la secuencia conectora puede estar unida a
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las cadenas a y b de la molécula de TCR. Cuando semejante cadena peptidica beta es expresada junto con la
cadena a, el péptido TCR-efector unido se debe plegar dando como resultado una molécula de TCR funcional como
se representa generalmente en la Figura 1. Una secuencia conectora adecuada es ASGGGGSGGG (esto es ala ser
gly gly gly gly ser gly gly gly), unida preferiblemente al primer aminoacido del dominio b del TCR. Se podrian utilizar
secuencias conectoras diferentes incluyendo cualquiera de los numerosos disefios de conectores flexibles que se ha
utilizado con éxito para conectar entre si regiones variables de anticuerpos, véase Whitlow, M. et al., (1991)
Methods: A Companion to Methods in Enzimology 2:97-105. En algunos ejemplos, para unir covalentemente una
molécula efectora a una molécula de la cadena b de TCR, la secuencia de aminoacidos del conector debe ser capaz
de abarcar una distancia adecuada desde el residuo C terminal de la cadena beta de TCR hasta el residuo N
terminal de la molécula efectora. Las secuencias conectoras adecuadas se pueden identificar faciimente de manera
empirica. Adicionalmente, también se pueden determinar el tamafo y las secuencias adecuadas de las secuencias
conectoras mediante técnicas de modelado por ordenador convencionales basadas en el tamafio y en la forma
pronosticados de la molécula de TCR.

El general, la preparacion de los complejos de proteinas de fusion de la invencion se puede completar mediante
procedimientos descritos en la presente memoria y mediante técnicas de ADN recombinante reconocidas que
implican, p. €j., reacciones de amplificacion en cadena de la polimerasa (PCR), preparacion de ADN plasmidico,
escision de ADN con enzimas de restriccion, preparacion de oligonucleétidos, ligacion de ADN, aislamiento de
ARNm, introduccién del ADN en una célula adecuada, transformacion o transfeccion de un anfitrion, cultivo del
anfitrion. Adicionalmente, las moléculas de fusidon se pueden aislar y purificar utilizando agentes caotropicos y
métodos electroforéticos, de centrifugacion y cromatograficos bien conocidos. Véanse en general, Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Segunda Ed.) (1989); y Ausubel et al., Current Protocols in Molecular
Biology, John Wiley and Sons, Nueva York (1989) para descripciones relacionadas con estos métodos.

Segun se utiliza en la presente memoria, los polipéptidos bioldgicamente activos o moléculas efectoras de la
invencion pueden incluir factores tales como citoquinas, quimioquinas, factores de crecimiento, toxinas proteicas,
dominios de inmunoglobulina u otras proteinas bioactivas tales como enzimas. Asimismo, los polipéptidos
biol6gicamente activos pueden incluir productos conjugados con otros compuestos, tales como toxinas no proteicas,
agentes citotdxicos, agentes quimioterapéuticos, marcas detectables, materiales radiactivos y similares.

Las citoquinas de la invencién se definen por medio de cualquier factor producido por células que afectan a otras
células y son responsables de cualquiera de una serie de multiples efectos de la inmunidad celular. Los ejemplos de
las citoquinas incluyen, pero no se limitan a, la familia de IL-2, las familias de citoquinas interferén (IFN), IL-10, IL-1,
IL-17, TGF y TNF, y a IL-1 a IL-35, IFN-a, IFN-B, IFN-y, TGF-B, TNF-a y TNF-8.

De acuerdo con la invencion, la primera proteina de fusién comprende un primer polipéptido biolégicamente activo
que es un anticuerpo o un fragmento funcional del mismo unido covalentemente al dominio interleuquina-15 (IL-15) o
un fragmento funcional del mismo. La IL-15 es una citoquina que afecta a la activacién y proliferacion de células T.
La actividad de IL-15 al afectar a la activacion y proliferacion de células inmunitarias es similar en algunos aspectos
a IL2, aunque se han caracterizado bien las diferencias fundamentales (Waldmann, TA, 2006, Nature Rev. Immunol.
6:595-601.

En otro aspecto de la invencion, la primera proteina de fusion comprende un dominio interleuquina-15 (IL-15) que es
una variante de IL-15 (también referida en la presente memoria como mutante de IL-15). La variante de IL-15
comprende preferiblemente una secuencia de aminoacidos diferente de la de la proteina IL-15 nativa. La variante de
IL-15 se une preferiblemente al polipéptido de IL-15Ra y funciona como agonista o antagonista de IL-15.
Preferiblemente, las variantes de IL-15 con actividad agonistica tienen una actividad superagonistica. En algunas
realizaciones, la variante de IL-15 puede funcionar como agonista o antagonista de IL-15 independientemente de su
asociacion con IL-15Ra. Los agonistas de IL-15 se ilustran por una actividad biolégica comparable o mayor en
comparacion con la IL-15 de tipo salvaje. Los antagonistas de IL-15 se ilustran por una actividad biolégica menor en
comparacioén con la IL-15 de tipo salvaje o por la capacidad para inhibir las respuestas mediadas por IL-15. En
algunos ejemplos, la variante de IL-15 se une con una actividad mayor o menor a los receptores IL-15RByC. En
algunas realizaciones, la secuencia de la variante de IL-15 tiene al menos un cambio de aminoacido, p. €j.,
sustitucién o delecién, en comparacién con la secuencia de IL-2 nativa, dando como resultado tales cambios una
actividad agonistica o antagdnica de IL-15. Preferiblemente las sustituciones/deleciones de aminoacidos se
encuentran en los dominios de IL-15 que interaccionan con IL-15RB y/o yC. Mas preferiblemente, las
sustituciones/deleciones de aminoacidos no afectan a la unién al polipéptido de IL-15Ra o a la capacidad para
producir la variante de IL-15. Las sustituciones/deleciones de aminoacidos adecuadas para generar variantes de IL-
15 se pueden identificar basandose en estructuras de IL-15 supuestas o conocidas, comparaciones de IL-15 con
moléculas homélogas tales como IL-2 con estructura conocida, a través de mutagénesis racional o al azar y analisis
funcionales proporcionados en la presente memoria, u otros métodos empiricos. Adicionalmente las sustituciones de
aminoacidos adecuadas pueden ser cambios e inserciones conservativos o no conservativos de aminoacidos
adicionales. Preferiblemente las variantes de IL-15 de la invencién contienen una o mas de una
sustituciones/deleciones de aminoacidos en la posicion 8, 61, 65, 72, 92, 101, 108, o 111 de la secuencia de IL-15
humana madura; concretamente, sustituciones D8N ("D8" se refiere a la posicién del aminoacido y el residuo en la
secuencia de IL-15 humana madura nativa y "N" se refiere al residuo de aminoacido sustituido en esa posicion en la
variante de IL-15), D8A, D61A, N65A, N72R o Q108A dan como resultado variantes de IL-15 con actividad
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antagonica y las sustituciones N72D dan como resultado variantes de IL-15 con actividad agonistica.

Si bien en un aspecto de la invencion la variante de IL-15 es un componente de un complejo de proteinas de fusion,
en otros aspectos la variante de IL-15 como proteina no de fusion. Preferiblemente la forma no de fusion de la
variante de IL-15 es una citoquina soluble que funciona como agonista o antagonista de IL-15. En algunas
realizaciones, la variante de IL-15 no de fusion forma un complejo con IL-15Ra mientras que en otra realizacion,
actua de forma independiente de IL-15Ra.

Las quimioquinas de la invencion, similares a citoquinas, se definen como cualquier factor quimico o molécula que
cuando se exponen a otras células son responsables de cualquiera de una serie de efectos miultiples de inmunidad
celular. Las quimioquinas adecuadas pueden incluir, pero no se limitan, la familia de quimioquinas CXC, CC, C, y
CX3Cy a CCL-1 a CCL-28, CXC-1 a CXC-17, XCL-1, XCL-2, CX3CL1, MIP-1b, IL-8, MCP-1, y Rantes.

Los factores de crecimiento incluyen cualquier molécula que cuando se expone a una célula concreta inducen la
proliferacion y/o diferenciacion de la célula afectada. Los factores de crecimiento incluyen proteinas u moléculas
quimicas, algunas de las cuales incluyen: GM-CSF, G-CSF, factor de crecimiento humano y factor de crecimiento de
células madre. Otros factores de crecimiento también pueden ser adecuados para los usos descritos en la presente
memoria.

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

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

Adicionalmente, la molécula efectora puede ser una molécula marcada detectablemente adecuada para estudios de
diagndstico o de formacién de imagenes. Tales marcas incluyen biotina o estreptavidina/avidina, una nanoparticula o
cristal detectable, una enzima o un fragmento cataliticamente activo de la misma, una marca fluorescente tal como
proteina fluorescente verde, FITC, ficoeritrina, "cychome", rojo texas o puntos cuanticos; un radionuclido p. €j., yodo
131, ytrio 90, renio 188 o bismuto212; una molécula fosforescente o quimioluminiscente o una marca detectable
mediante PET, ultrasonido o MRI tal como un agente de contraste basado en Gd o i6n metalico paramagnético.
Véase p. €j., Moskaug, et al. J. Biol. Chem. 264, 15709 (1989); Pastan, I. et al. Cell 47, 641, 1986; Pastan et al.,
Recombinant Toxins as Novel Therapeutic Agents, Ann. Rev. Biochem. 61, 331 (1992); "Chimeric Toxins" Olsnes y
Phil, Pharmac. Ther., 25, 355 (1982); solicitud PCT publicada num. WO 94/29350; solicitud PCT publicada nim. WO
94/04689; solicitud PCT publicada num. WO2005046449 y Patente de los Estados Unidos 5.620.939 para una
descripcion relacionada con la elaboracion y uso de proteinas que comprenden efectores o etiquetas.

Un complejo de fusién o producto conjugado de proteinas que incluye una IL-15 unida covalentemente y dominios de
IL-15Ra tiene varios usos importantes. Por ejemplo, el complejo de fusién de proteinas o conjugado que comprende
un TCR se puede emplear para liberar el complejo de IL-15/IL-15Ra en ciertas células susceptibles de unirse
especificamente al TCR. Por consiguiente, el complejo de fusidn de proteinas o conjugado proporciona los medios
para dafiar o eliminar selectivamente las células que comprenden el ligando. Los ejemplos de las células o el tejido
susceptibles de ser dafiados o eliminados por los complejos de fusion de proteinas o conjugados que comprenden
un TCR incluyen tumores y células infectadas viralmente o bacterianamente que expresan uno o mas ligandos
susceptibles de ser unidos especificamente por el TCR. Las células o el tejido susceptibles de ser dafiados o
eliminados se pueden analizar faciimente mediante los métodos descritos en la presente memoria.

Los polipéptidos de IL-15 e IL-15Ra de la invencién se corresponden de manera adecuada en la secuencia de
aminoacidos con las moléculas de IL-15 e IL-15Ra de origen natural, p. €j., moléculas de IL-15 e IL-15Ra de ser
humano, ratén u otro roedor, u otro mamifero.

En algunos contextos, puede resultar util elaborar complejos de fusién de proteinas o conjugados de la presente
invencion polivalentes, p. ej., para aumentar la valencia del scTCR. En particular, las interacciones entre los
dominios IL-15 y IL-15Ra del complejo de proteinas de fusiéon proporcionan un método para generar complejos
polivalentes. Ademas, la proteina de fusiéon polivalente se puede elaborar uniendo covalentemente o no
covalentemente entre 1 y 4 proteinas (iguales o diferentes) utilizando p. e€j., técnicas de marcaje con biotina-
estreptavidina convencionales, o mediante conjugacion con soportes soélidos adecuados tales como cuentas de
latex. Las proteinas entrecruzadas quimicamente (por ejemplo entrecruzadas con dendrimeros) también son
especies polivalentes adecuadas. Por ejemplo, la proteina se puede modificar mediante la inclusiéon de secuencias
que codifican las secuencias de etiquetas que se pueden moaodificar, tales como la etiqueta de biotinilacion BirA o
residuos de aminoacidos con cadenas laterales quimicamente reactivas tales como Cys o His. Tales etiquetas de
aminoacidos o aminoacidos quimicamente reactivos se pueden localizar en una variedad de posiciones en la
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proteina de fusion, preferiblemente distales con respecto al sitio activo del polipéptido biolégicamente activo o
molécula efectora. Por ejemplo, el extremo C de una proteina de fusidn soluble se puede unir covalentemente a una
etiqueta u otra proteina fusionada que incluye tales uno o mas aminoacidos reactivos. Se pueden incluir cadenas
laterales adecuadas para conectar quimicamente dos o mas proteinas de fusién a un dendrimero adecuado u otra
nanoparticula para dar una molécula multivalente. Los dendrimeros son polimeros quimicos sintéticos que pueden
tener cualquiera de una serie de diferentes grupos funcionales en su superficie (D. Tomalia, Aldrichimica Acta,
26:91:101 (1993)). Los dendrimeros ilustrativos para uso de acuerdo con la presente invencion incluyen p. ej.,
dendrimero de poliamina "starburst" E9 y dendrimero de poliamina "combust" E9, que pueden conectar residuos de
cistina.

Acidos nucleicos y Vectores

Acidos nucleicos

La invencion proporciona adicionalmente secuencias de acido nucleico y en particular secuencias de ADN que
codifican las presentes proteinas de fusion. Preferiblemente, la secuencia de ADN es transportada por un vector
adecuado para la replicacion extracromosoémica tal como un fago, virus, plasmido, fagémido, césmido, YAC, o
episoma. En particular, se puede utilizar un vector de ADN que codifica una proteina de fusiéon deseada para facilitar
los métodos preparativos descritos en la presente memoria y obtener cantidades significativas de la proteina de
fusion. La secuencia de ADN se puede insertar en un vector de expresion apropiado, es decir, un vector que
contiene los elementos necesarios para la transcripcion y traduccién de la secuencia codificante de la proteina
insertada. Se puede utilizar una variedad de sistemas de anfitrion-vector para expresar la secuencia codificante de la
proteina. Estos incluyen sistemas de células de mamiferos infectadas con virus (p. €j., virus vaccinia, adenovirus,
etc.); sistemas de células de insectos infectadas con virus (p. €j., baculovirus); microorganismos tales como
levaduras que contienen vectores de levadura, o bacterias transformadas con ADN de bacteriéfago, ADN plasmidico
o ADN cosmidico. Dependiendo del sistema de anfitrion-vector utilizado, se puede emplear cualquiera de varios
elementos de transcripcion y traduccion adecuados. Véanse generalmente Sambrook et al., mas arriba y Ausubel et
al. mas arriba.

En la invencion se incluyen métodos para elaborar un complejo de proteinas de fusiéon soluble, comprendiendo el
método introducir en una célula anfitriona un vector de ADN como se describe en la presente memoria que codifica
la primera y segunda proteinas de fusion, cultivar la célula anfitriona en un medio en condiciones suficientes para
expresar las proteinas de fusion en la célula o el medio y permitir la asociacion entre el dominio IL-15 de una primera
proteina de fusion y el dominio IL-15Ra soluble de una segunda proteina de fusiéon para formar el complejo de
proteinas de fusion soluble, purificando el complejo de proteinas de fusion soluble a partir de las células anfitrionas o
el medio.

En general, un vector de ADN preferido de acuerdo con la invencion comprende una secuencia de nucleétidos unida
por enlaces fosfodiéster que comprende, en una direccion 5' a 3', un primer sitio de clonacion para la introduccién de
una primera secuencia de nucleétidos que codifica una cadena de TCR, conectado operativamente a una secuencia
que codifica una molécula efectora.

Los componentes de la proteina de fusiéon codificados por el vector de ADN se pueden proporcionar en un formato
de casete. Por el término "casete" se quiere significar que cada componente puede ser facilmente sustituido por otro
componente mediante métodos recombinantes convencionales. En particular, un vector de ADN configurado en
forma de casete es particularmente deseable cuando el complejo de fusion codificado se va a utilizar frente a
patégenos que pueden tener o tienen la capacidad de desarrollar serotipos.

Para elaborar el vector que codifica un complejo de fusién de TCR, se une la secuencia que codifica la molécula de
TCR con una secuencia que codifica el péptido efector mediante el uso de ligasas adecuadas. El ADN que codifica
el péptido presentador se puede obtener aislando ADN de fuentes naturales, por ejemplo de una linea celular
adecuada o mediante métodos sintéticos conocidos, p. €j., el método del triéster fosfato. Véase, p. e€j.,
Oligonucleotide Synthesis, IRL Press (M. J. Gait, ed., 1984). Los oligonucledtidos sintéticos también se pueden
preparar utilizando sintetizadores oligonucleotidicos automaticos disponibles en el mercado. Una vez aislado, el gen
que codifica la molécula de TCR puede ser amplificado mediante la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) u
otros medios conocidos en la técnica. Los cebadores de la PCR adecuados para amplificar el gen del péptido TCR
pueden afadir sitios de restriccion al producto de la PCR. El producto de la PCR incluye preferiblemente sitios de
empalme para el péptido efector y las secuencias lider necesarias para una expresion y secrecion adecuadas del
complejo de fusién TCR-efector. El producto de la PCR también incluye preferiblemente una secuencia que codifica
la secuencia conectora, o un sitio para una enzima de restriccion para la ligacién de tal secuencia.

Las proteinas de fusion descritas en la presente memoria se producen preferiblemente mediante técnicas de ADN
recombinante convencionales. Por ejemplo, una vez que se aisla la molécula de ADN que codifica la proteina de
TCR, la secuencia se puede ligar a otra molécula de ADN que codifica el polipéptido efector. La secuencia de
nucleétidos que codifica una molécula de TCR puede estar unida directamente a una secuencia de ADN que codifica
el péptido efector o, mas tipicamente, se puede intercalar una secuencia de ADN que codifica la secuencia
conectora comentada en la presente memoria entre la secuencia que codifica la molécula de TCR vy la secuencia
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que codifica el péptido efector y se pueden unir utilizando ligasas adecuadas. La molécula hibrida de ADN resultante
se puede expresar en una célula anfitriona adecuada para producir un complejo de fusion de TCR. Las moléculas de
ADN se ligan entre si en una orientacion 5' a 3' de manera que, tras la ligacion, el marco traduccional de los
polipéptidos codificados no resulta alterado (esto es, las moléculas de ADN se ligan entre si en marco). Las
moléculas de ADN resultantes codifican una proteina de fusién en marco.

También se pueden incluir en el constructo génico otras secuencias de nucleétidos. Por ejemplo, se puede incluir
una secuencia promotora, que controla la expresion de la secuencia que codifica el péptido TCR fusionado al
péptido efector, o una secuencia lider, que dirige el complejo de fusién de TCR a la superficie de la célula o al medio
de cultivo, en el constructo o puede estar presente en el vector de expresion en el cual se inserta el constructo. Se
prefiere particularmente una inmunoglobulina o un promotor de CMV.

En la obtencion de las secuencias codificantes de TCR variantes, los expertos en la técnica reconoceran que las
proteinas derivadas de TCR pueden ser modificadas por ciertas sustituciones, adiciones, deleciones de
aminoacidos, y modificaciones post-traduccionales, sin pérdida o reduccién de la actividad bioldgica. En particular,
es bien sabido que las sustituciones de aminoacidos conservativas, esto es, la sustitucién de un aminoacido por otro
aminoacido de tamario, carga, polaridad y conformacién similares, es poco probable que altere significativamente la
funcién de la proteina. Los 20 aminoacidos convencionales que son constituyentes de las proteinas se pueden
clasificar ampliamente en cuatro grupos de aminoacidos conservativos como sigue: el grupo no polar (hidréfobo)
incluye alanina, isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina, prolina, triptéfano y valina; el grupo polar (no cargado,
neutro) incluye asparragina, cisteina, glutamina, glicina, serina, treonina y tirosina; el grupo cargado positivamente
(alcalino) contiene arginina, histidina y lisina; y el grupo cargado negativamente (acido) contiene acido aspartico y
acido glutamico. Es poco probable que la sustitucion en una proteina de un aminoacido por otro de un mismo grupo
tenga un efecto adverso sobre la actividad biolégica de la proteina.

La homologia entre secuencias de nucleétidos se puede determinar mediante analisis de hibridacién de ADN, en
donde la estabilidad del hibrido de ADN de doble hebra depende del grado de emparejamiento de bases que se
produzca. Las condiciones de alta temperatura y/o de bajo contenido de sal reducen la estabilidad del hibrido, y se
pueden variar para evitar la hibridacion de las secuencias que tienen menos de un grado seleccionado de
homologia. Por ejemplo, para las secuencias con aproximadamente 55% de contenido de GC, las condiciones de
hibridacion y lavado de 40-50°C, 6xSSC (tampén de cloruro de sodio/citrato de sodio) y SDS (dodecilsulfato de
sodio) al 0,1% indican aproximadamente una homologia de aproximadamente 60-70%, las condiciones de
hibridacién y lavado de 50-65°C, 1xSSC y SDS al 0,1% indican una homologia de aproximadamente 82-97%, y las
condiciones de hibridacién y lavado de 52°C, 0,1xSSC y SDS al 0,1% indican una homologia de aproximadamente
99-100%. También se encuentra disponible una amplia gama de programas informaticos para comparar secuencias
de nucledtidos y de aminoacidos (y medir el grado de homologia), y una lista que proporciona fuentes de soporte
légico tanto asequibles comercialmente como libres se encuentra en Ausubel et al. (1999). Los algoritmos de
comparacion de secuencias y alineamiento de secuencias multiples faciimente asequibles son, respectivamente, los
programas Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (Altschul et al., 1997) y ClustalW. BLAST esta disponible en
la red en ncbi.nim.nih.gov y una version de ClustalW esta disponible en 2.ebi.ac.uk.

Los componentes de la proteina de fusién se pueden organizar casi en cualquier orden siempre que cada uno sea
capaz de realizar su funcién pretendida. Por ejemplo, en una realizacion, el TCR esta situado en el extremo C o N
terminal de la molécula efectora.

Las moléculas efectoras preferidas de la invencion tendran tamafios que conduzcan a la funcién a la cual estan
destinados esos dominios. Las moléculas efectoras de la invencion se pueden elaborar y fusionar al TCR mediante
una variedad de métodos incluyendo métodos de entrecruzamiento quimico bien conocidos. Véase p. €j., Means, G.
E. y Feeney, R. E. (1974) en Chemical Modification of Proteins, Holden-Day. Véase también S. S. Wong (1991) en
Chemistry of Protein Conjugation and Crosslinking, CRC Press. Sin embargo se prefiere generalmente utilizar
manipulaciones recombinantes para elaborar la proteina de fusién en marco.

Como se ha indicado, una molécula de fusiéon o una molécula conjugada de acuerdo con la invenciéon se pueden
organizar de diferentes maneras. En una configuracion ilustrativa, el extremo C del TCR esta conectado
operativamente al extremo N de la molécula efectora. Esa conexion se puede lograr, si se desea, mediante métodos
recombinantes. Sin embargo, en otra configuracion, el extremo N del TCR esta conectado al extremo C de la
molécula efectora.

Alternativamente, o ademas, se pueden insertar una o mas moléculas efectoras adicionales en los complejos de
fusion o conjugados de TCR segun se necesite.

Vectores y Expresion

Se pueden emplear varias estrategias para expresar complejos de fusiéon de proteinas de la invencion. Por ejemplo,
el constructo de fusion del gen de TCR descrito anteriormente se puede incorporar a un vector adecuado mediante
métodos conocidos tales como el uso de enzimas de restriccion para realizar cortes en el vector para la insercién del
constructo seguida de ligacion. El vector que contiene el constructo génico se introduce a continuaciéon en un

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 642 008 T3

anfitrion adecuado para la expresion del péptido de fusion de TCR. Véase, en general, Sambrook et al., mas arriba.
La seleccion de vectores adecuados puede realizarse empiricamente basandose en factores relacionados con el
protocolo de clonacién. Por ejemplo, el vector debe ser compatible con, y tener el replicon apropiado para el anfitrion
que se esta empleando. Adicionalmente el vector debe ser capaz de acomodar la secuencia de ADN que codifica el
complejo de fusion de TCR que se va a expresar. Las células anfitrionas adecuadas incluyen células eucarioticas y
procariéticas, preferiblemente aquellas células que pueden transformarse faciimente y exhiben un rapido crecimiento
en medio de cultivo. Las células anfitrionas especificamente preferidas incluyen procariotas tales como E. coli,
Bacillus subtilis, etc. y eucariotas tales como células animales y cepas de levadura, p. €., S. cerevisiae.
Generalmente se prefieren células de mamiferos, particularmente J558, NSO, SP2-O o CHO. Otros anfitriones
adecuados incluyen, p. €j., células de insecto tales como Sf9. Se emplean condiciones de cultivo convencionales.
Véase Sambrook, mas arriba. A continuacién se pueden seleccionar las lineas celulares transformadas o
transfectadas estables. Las células que expresan un complejo de fusion de TCR de la invencién se pueden
determinar por medio de procedimientos conocidos. Por ejemplo, la expresion de un complejo de fusion de TCR
unido a una inmunoglobulina se puede determinar mediante un ELISA especifico para la inmunoglobulina unida y/o
mediante inmunotransferencia. Otros métodos para detectar la expresion de las proteinas de fusidon que comprenden
TCR unidos a dominios IL-15 o IL-15Ra se describen en los Ejemplos.

Como se menciona generalmente mas arriba, se puede utilizar una célula anfitriona con fines preparativos para
propagar el acido nucleico que codifica una proteina de fusion deseada. De este modo, una célula anfitriona puede
incluir una célula procariética o eucariética en la cual se desea especificamente la produccién de la proteina de
fusion. Por lo tanto las células anfitrionas incluyen especificamente, células y érganos de levadura, mosca, gusano,
planta, rana, mamifero que son capaces de propagar el acido nucleico que codifica la fusién. Los ejemplos no
limitantes de lineas celulares de mamifero que se pueden utilizar incluyen células CHO dhfr- (Urlaub y Chasm, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980)), células 293 (Graham et al., J Gen. Virol., 36:59 (1977)) o células de mieloma
de tipo SP2 o0 NSO (Galfre y Milstein, Meth. Enzymol, 73(B): 3 (1981)).

Las células anfitrionas capaces de propagar el acido nucleico que codifica una proteina de fusion deseada abarcan
también células eucariodticas no de mamifero, incluyendo células de insecto (p. €j., Sp. frugiperda), levadura (p. €j.,
S. cerevisiae, S. pombe, P. pastoris, K. lactis, H. polymorpha; como fue revisado en general por Fleer, R., Current
Opinion in Biotechnology, 3(5):486496 (1992)), fungicas y vegetales. También se contemplan ciertos procariotas
tales como E. coli y Bacillus.

El acido nucleico que codifica una proteina de fusién deseada se puede introducir en una célula anfitriona mediante
técnicas convencionales para la transfeccion de células. Se pretende que el término "transfectar" o "transfeccion”
incluya todas las técnicas convencionales para introducir acido nucleico en células anfitrionas, incluyendo co-
precipitacion con fosfato de calcio, transfeccion mediada por DEAE-dextrano, lipofeccion, electroporacion,
microinyeccion, transduccion y/o integracion viral. Los métodos adecuados para transfectar células anfitrionas se
pueden encontrar en Sambrook et al. mas arriba, y en otros libros de texto de laboratorio.

Se pueden utilizar diversos promotores (region reguladora del inicio de la transcripcion) de acuerdo con la invencion.
La seleccion del promotor apropiado depende del anfitrion de expresion propuesto. Los promotores procedentes de
fuentes heterdlogas se pueden ser utilizar siempre y cuando sean funcionales en el anfitrién seleccionado.

La seleccién del promotor también depende de la eficacia y del nivel de produccion del péptido o proteina deseados.
A menudo se emplean promotores inducibles tales como TAC con el fin de aumentar drasticamente el nivel de
expresion de proteina en E. coli. La expresion en exceso de las proteinas puede ser perjudicial para las células
anfitrionas. En consecuencia, el crecimiento de la célula anfitriona puede ser limitado. El uso de sistemas promotores
inducibles permite que las células anfitrionas sean cultivadas a densidades aceptables antes de la induccion de la
expresion génica, facilitando de este modo mayores rendimientos de productos.

Se pueden utilizar diversas secuencias sefial de acuerdo con la invencion. Se puede utilizar una secuencia sefial
que es homodloga a la secuencia codificante de TCR. Alternativamente, también se puede utilizar una secuencia
sefial que ha sido seleccionada o disefiada para la secrecion y procesamiento eficaces en el anfitrion de expresion.
Por ejemplo, los pares de secuencia sefial/célula anfitriona adecuados incluyen la secuencia sefial sacB de B.
subtilis para la secrecion en B. subtilis, y la secuencia sefial del factor de apareamiento alfa de Saccharomyces
cerevisiae o Phol de la fosfatasa acida de P. pastoris para la secrecién en P. pastoris. La secuencia sefial se puede
unir directamente a través de la secuencia que codifica el sitio de escision de la peptidasa sefial a la secuencia que
codifica la proteina, o a través de un puente de nucleétidos corto que consiste normalmente en menos de diez
codones, donde el puente garantiza un marco de lectura correcto de la secuencia de TCR aguas abajo.

Los elementos para potenciar la transcripcion y la traduccion han sido identificados para los sistemas de expresion
de proteinas eucaridticas. Por ejemplo, el posicionamiento del promotor del virus del mosaico de la coliflor (CaMV)
de 1000 pb en cada lado de un promotor heterdlogo puede elevar los niveles de transcripcion de 10 a 400 veces en
células vegetales. El constructo de expresion también debe incluir las secuencias de inicio de la traduccion
apropiadas. La modificacion del constructo de expresiéon para incluir una secuencia consenso de Kozak para un
inicio adecuado de la traduccion puede aumentar el nivel de traduccién 10 veces.
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A menudo se emplea un marcador selectivo, que puede ser parte del constructo de expresién o puede estar
separado de él (p. €j., transportado por el vector de expresion), de manera que el marcador se pueda integrar en un
sitio diferente del gen de interés. Los ejemplos incluyen marcadores que confieren resistencia a los antibioticos (p.
ej., bla confiere resistencia a la ampicilina para las células anfitrionas de E. coli, nptll confiere resistencia a la
kanamicina a una amplia variedad de células procariéticas y eucariéticas) o que permiten que el anfitrion crezca en
un medio minimo (p. ej., HIS4 permite que P. pasforis o S. cerevisiae His™ crezcan en ausencia de histidina). El
marcador seleccionable tiene sus propias regiones reguladoras del inicio y terminacion de la transcripcion y de la
traduccién para permitir la expresion independiente del marcador. Si se emplea la resistencia a antibiéticos como
marcador, la concentracion del antibidtico para la selecciéon variara dependiendo del antibiético, oscilando
generalmente entre 10 y 600 ug de antibiotico/ml de medio.

El constructo de expresidon se ensambla mediante el empleo de técnicas de ADN recombinante conocidas
(Sambrook et al, 1989; Ausubel et al, 1999). La digestion y ligacion con enzimas de restriccion son etapas basicas
empleadas para unir dos fragmentos de ADN. Los extremos del fragmento de ADN pueden requerir modificacion
antes de la ligacion, y esto se puede conseguir rellenando los salientes, suprimiendo las porciones terminales de los
fragmentos con nucleasas (p. ej., Exolll), mutagénesis dirigida al sitio, o0 mediante la adicion de nuevos pares de
bases por medio de PCR. Se pueden emplear poliligadores y adaptadores para facilitar la unién de los fragmentos
seleccionados. El constructo de expresion se ensambla tipicamente en fases que emplean rondas de restriccion,
ligacion, y transformacion de E. coli. Se conocen en la técnica numerosos vectores de clonacion adecuados para la
construccion del constructo de expresion (Lambda.ZAP y pBLUESCRIPT SK-1, Stratagene, La Jolla, California, PET,
Novagen Inc., Madison, Wis - citado en Ausubel et al, 1999) y la eleccién concreta no es critica para la invencion. La
seleccion del vector de clonacion se vera influida por el sistema de transferencia génica seleccionado para la
introduccion del constructo de expresion en la célula anfitriona. Al final de cada fase, el constructo resultante se
puede analizar mediante analisis de restriccion, de la secuencia de ADN, de hibridacién y de PCR.

El constructo de expresion se puede transformar en el anfitrion en forma del constructo del vector de clonacion, ya
sea lineal o circular, o se puede retirar del vector de clonacién y utilizar tal cual o introducirlo en un vector de
liberacion. El vector de liberacion facilita la introduccion y el mantenimiento del constructo de expresion en el tipo de
célula anfitriona seleccionada. El constructo de expresién se introduce en las células anfitrionas mediante cualquiera
de una serie de sistemas de transferencia de genes conocidos (p. €j., competencia natural, transformacion mediada
quimicamente, transformacion de protoplastos, electroporacion, transformacién biolistica, transfeccion, o
conjugacion) (Ausubel et al, 1999; Sambrook et al., 1989). El sistema de transferencia génica seleccionado depende
de las células anfitrionas y de los sistemas vectores utilizados.

Por ejemplo, el constructo de expresion se puede introducir en células de S. cerevisiae mediante transformacion de
protoplastos o electroporacion. La electroporacion de S. cerevisiae se lleva a cabo facilmente, y proporciona
eficacias de transformacién comparables a la transformacion de esferoplastos.

Adicionalmente se describe un procedimiento de produccion para aislar una proteina de fusion de interés. En el
procedimiento, una célula anfitriona (p. ej., una célula de levadura, hongo, insecto, bacteriana o animal), en la que se
ha introducido un acido nucleico que codifica la proteina de interés conectada operativamente a una secuencia
reguladora, se hace crecer a escala de produccion en un medio de cultivo en presencia de la proteina de fusion para
estimular la transcripcion de la secuencia de nucledtidos que codifica la proteina de fusiéon de interés. Con
posterioridad, la proteina de fusiéon de interés se aisla de las células anfitrionas cosechadas o del medio de cultivo.
Se pueden utilizar técnicas convencionales de purificacion de proteinas para aislar la proteina de interés del medio o
de las células cosechadas. En particular, se pueden utilizar las técnicas de purificacion para expresar y purificar una
proteina de fusion deseada a gran escala (esto es en cantidades como minimo de miligramos) a partir de una
variedad de implementaciones incluyendo botellas rodadoras, matraces de agitacion, placas de cultivo de tejidos,
biorreactores o fermentadores.

Un complejo de fusién de proteinas expresado se puede aislar y purificar mediante métodos conocidos. Tipicamente
el medio de cultivo se centrifuga y a continuacién se purifica el sobrenadante mediante cromatografia de afinidad o
inmunoafinidad, p. ej., cromatografia de afinidad con Proteina A o Proteina G o un protocolo de inmunoafinidad que
comprende el uso de anticuerpos monoclonales que se unen al complejo de fusion expresado tal como un TCR
conectado o una region de inmunoglobulina del mismo. Las proteinas de fusion de la presente invencion se pueden
separar y purificar mediante una combinacion apropiada de técnicas conocidas. Estos métodos incluyen, por
ejemplo, métodos que utilizan la solubilidad tales como la precipitacion de sal y la precipitacion en disolvente,
métodos que utilizan la diferencia en el peso molecular tales como la dialisis, la ultrafiltracion, la filtracion en gel, y la
electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS, métodos que utilizan una diferencia en la carga eléctrica tales como la
cromatografia en columna de intercambio i6nico, métodos que utilizan la afinidad especifica, tales como la
cromatografia de afinidad, métodos que utilizan una diferencia en el caracter hidréfobo, tales como la cromatografia
liquida de alto rendimiento en fase inversa y métodos que utilizan un diferencia en el punto isoeléctrico, tales como la
electroforesis con isoelectroenfoque, columnas de afinidad con metales tales como Ni-NTA. Véanse en general
Sambrook et al. y Ausubel et al. mas arriba para la descripcion referente a estos métodos.

Se prefiere que las proteinas de fusion de la presente invencion sean sustancialmente puras. Esto es, las proteinas
de fusidon han sido aisladas de los sustituyentes celulares que normalmente las acompafian, de manera que las
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proteinas de fusion se encuentran presentes preferiblemente con una homogeneidad de al menos 80% o 90% a 95%
(p/p). Las proteinas de fusion que tienen una homogeneidad de al menos 98 a 99% (p/p) son las mas preferidas para
muchas aplicaciones farmacéuticas, clinicas y de investigacion. Una vez purificada sustancialmente, la proteina de
fusion debe estar sustancialmente libre de contaminantes para las aplicaciones terapéuticas. Una vez purificada
parcialmente o hasta una pureza sustancial, las proteinas de fusién solubles pueden ser utilizadas terapéuticamente,
o en la realizacién de analisis in vitro o in vivo como se describe en la presente memoria. La pureza sustancial se
puede determinar mediante una variedad de técnicas convencionales tales como la cromatografia y la electroforesis
en gel.

Los complejos de fusion de TCR truncado de la invencién contienen una molécula de TCR que esta suficientemente
truncada, de manera que el complejo de fusién de TCR puede ser secretado al medio de cultivo después de la
expresion. De este modo, un complejo de fusion de TCR truncado no incluira regiones ricas en residuos hidrofobos,
tipicamente los dominios transmembrana y citoplasmico de la molécula de TCR. De este modo, por ejemplo, para
una molécula de TCR DR1 truncada preferida de la invencion, preferiblemente de aproximadamente los residuos
199 a 237 de la cadena b y de aproximadamente los residuos 193 a 230 de la cadena a de la molécula de TCR no
estan incluidos en el complejo de fusion de TCR truncado.

Los presentes complejos de fusidon y conjugados de TCR son adecuados para su uso in vitro o in vivo con una
variedad de células que estan infectadas o pueden ser infectadas por una o mas enfermedades.

Métodos
Terapéuticos

Se describen los métodos para prevenir o tratar enfermedades en pacientes en los que las células enfermas
expresan un antigeno asociado con la enfermedad, comprendiendo el método administrar al paciente un complejo
de proteinas de fusion soluble que comprende un polipéptido biolégicamente activo que reconoce un antigeno
asociado con la enfermedad, formar un complejo de unién especifico (puente) entre las células enfermas que
expresan el antigeno y las células inmunitarias que expresan IL-15R suficiente para localizar las células inmunitarias,
y dafiar o eliminar las células enfermas lo suficiente como para prevenir o tratar la enfermedad en el paciente.

Se incluyen los métodos para prevenir o tratar enfermedades en pacientes en los que las células enfermas expresan
un antigeno asociado con la enfermedad, comprendiendo el método mezclar células inmunitarias que portan las
cadenas de IL-15R con un complejo de proteinas de fusion soluble que comprende un polipéptido biolégicamente
activo que reconoce un antigeno asociado con la enfermedad, por ejemplo un complejo de péptido/MHC, administrar
al paciente la mezcla de célula inmunitaria-complejo de proteinas de fusion, formar un complejo de union especifico
(puente) entre las células enfermas que expresan el antigeno y las células inmunitarias que expresan IL-15R
suficiente para localizar las células inmunitarias, y dafiar o eliminar las células enfermas lo suficiente como para
prevenir o tratar la enfermedad en el paciente.

Asimismo se describen los métodos para eliminar una célula diana, comprendiendo el método poner en contacto una
pluralidad de células con un complejo de proteinas de fusiéon soluble, donde la pluralidad de células comprende
adicionalmente células inmunitarias que portan las cadenas de IL-15R reconocidas por el dominio IL-15 de la
reivindicacion 1 y las células diana que portan un antigeno reconocido por al menos uno de los polipéptidos
bioldgicamente activos descritos en la presente memoria, formar un complejo de unién especifico (puente) entre el
antigeno sobre células diana y las cadenas de IL-15R sobre las células inmunitarias suficiente para unirse a y activar
las células inmunitarias; y eliminar las células diana por medio de las células inmunitarias activadas unidas.

Asimismo se describen los métodos para incrementar la vida media in vivo de IL-15 y/o potenciar su capacidad para
unirse establemente a las células inmunitarias (p. ej. aumento del tiempo de residencia en la superficie celular) a
través de la generacion de un complejo de proteinas de fusion soluble. Por ejemplo, se lleva a cabo la evaluacion de
los parametros farmacocinéticos y el tiempo de residencia en la superficie celular del complejo de proteinas de
fusion y se compara con IL-15 como se describe en la presente memoria. Los complejos de proteinas de fusion con
un aumento de la vida media en suero o del tiempo de residencia en la superficie celular son preferibles basandose
en la mejora de su utilidad terapéutica.

Los ejemplos de las enfermedades que se pueden tratar incluyen, pero no se limitan a, neoplasias, incluyendo
cancer, o infecciones virales. Mediante "neoplasia" se quiere significar cualquier enfermedad que es causada por o
resulta de niveles inadecuadamente altos de division celular, niveles inadecuadamente bajos de apoptosis, o0 ambos.
Por ejemplo, el cancer es un ejemplo de una neoplasia. Los ejemplos de canceres incluyen, sin limitacion, leucemias
(p- €j., leucemia aguda, leucemia linfocitica aguda, leucemia mielocitica aguda, leucemia mieloblastica aguda,
leucemia promielocitica aguda, leucemia mielomonocitica aguda, leucemia monocitica aguda, eritroleucemia aguda,
leucemia cronica, leucemia mielocitica crénica, leucemia linfocitica cronica), policitemia vera, linfoma (enfermedad
de Hodgkin, enfermedad no de Hodgkin), macroglobulinemia de Waldenstrom, enfermedad de cadena pesada y
tumores solidos tales como sarcomas y carcinomas (p. e€j., fibrosarcoma, mixosarcoma, liposarcoma,
condrosarcoma, sarcoma osteogénico, cordoma, angiosarcoma, endoteliosarcoma, linfangiosarcoma,
linfangioendoteliosarcoma, sinovioma, mesotelioma, tumor de Ewing, leiomiosarcoma, rabdomiosarcoma, carcinoma
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de colon, cancer de pancreas, cancer de mama, cancer de ovario, cancer de prostata, carcinoma de células
escamosas, carcinoma de células basales, adenocarcinoma, carcinoma de glandula sudoripara, carcinoma de
glandulas sebaceas, carcinoma papilar, adenocarcinomas papilares, cistadenocarcinoma, carcinoma medular,
carcinoma broncogénico, carcinoma de células renales, hepatoma, carcinoma de los conductos biliares,
coriocarcinoma, seminoma, carcinoma embrionario, tumor de Wilm, cancer de cuello uterino, cancer de Utero, cancer
testicular, carcinoma de pulmén, carcinoma de pulmén de células pequefias, carcinoma de vejiga, carcinoma
epitelial, glioma, astrocitoma, meduloblastoma, craneofaringioma, ependimoma, pinealoma, hemangioblastoma,
neuroma acustico, oligodendroglioma, schwannoma, meningioma, melanoma, neuroblastoma y retinoblastoma). Se
considera que los trastornos linfoproliferativos también son enfermedades proliferativas.

También se incluyen los complejos de proteinas de fusidn solubles segun se reivindican para uso en un método de
estimulacion de la respuesta inmunitaria en un mamifero. También se incluyen lo complejos de proteinas de fusion
solubles segun se reivindican para usar en un método de supresion de respuestas inmunitarias en un mamifero. En
el caso de la supresion inmunitaria, puede ser particularmente ventajosa un complejo de proteinas de fusion o
variante de IL-15 que comprende antagonistas de IL-15 o dominios IL-15 que carecen de la capacidad para unirse al
complejo IL-15Bye.

Como ilustraciéon del uso de la terapéutica con complejos de proteinas de fusién, una célula cultivada puede ser
infectada por un patégeno de un solo serotipo. A continuacion la célula infectada se pone en contacto mediante un
complejo de proteinas de fusion especificado in vitro. Como se ha comentado previamente, el complejo de proteinas
de fusion se configura de manera que el dominio téxico es presentado a la célula infectada por la asociacion del
TCR. Después de proporcionar la introduccién de la molécula bioactiva en la célula (generalmente menos de
aproximadamente 30 minutos, se deja que las células causen el efecto deseado durante un periodo de tiempo de
aproximadamente 2 a 24 horas, tipicamente aproximadamente 18 horas. Después de este tiempo, las células se
lavan en un tampén o medio celular adecuados y a continuacién se evalian para determinar su viabilidad. El tiempo
suficiente para la eliminacion o el dafio celular por el complejo de proteinas de fusién variara con la molécula
efectora concreta seleccionada. Sin embargo la viabilidad puede ser evaluada a menudo después de
aproximadamente 2 a 6 horas hasta aproximadamente 24 horas. Como se explicara con mas detalle a continuacion,
la viabilidad celular se puede medir y cuantificar facilmente controlando la absorcién de ciertos colorantes (p. €j., azul
de tripano) o fluoros bien conocidos.

Las células incubadas con el complejo de proteinas de fusidon de la presente invencidon se pueden analizar para
determinar su viabilidad mediante métodos convencionales. En un enfoque ilustrativo, se puede analizar facilmente
la viabilidad celular midiendo la replicacién del ADN después o durante la incubacion. Por ejemplo, un analisis
preferido indica la absorcién celular de uno o mas nucledsidos marcados detectablemente, tal como timidina
radiomarcada. La absorcién se puede medir convenientemente mediante varios enfoques convencionales incluyendo
la precipitacion de acido tricloroacético (TCA) seguido de recuento de centelleo. Otros métodos de viabilidad celular
incluyen técnicas de exclusion de azul de tripano o andlisis de proliferacion basados en WST-1 bien conocidos.

Las moléculas de TCR de los complejos de fusion de la invencion se corresponden adecuadamente en la secuencia
de aminoacidos con las moléculas de TCR de origen natural, p. ej. moléculas de TCR de ser humano, ratén u otro
roedor, u otro mamifero.

Por consiguiente, un uso de la invencién para la inhibicién de una respuesta autoinmunitaria o inflamatoria incluiria
un complejo de proteinas de fusidon que comprenderia un receptor de células T o anticuerpo, con especificidad de
union a un antigeno asociado con la enfermedad. Preferiblemente, se administra un complejo de TCR soluble
"truncado”, esto es el complejo de TCR no contiene una porcion transmembrana. El complejo de proteinas de fusion
también comprende una variante de IL-15 que funciona como antagonista de IL-15 para suprimir la respuesta
inmunitaria no deseada. Después de la administracion, el dominio TCR o anticuerpo dirige el complejo de proteinas
de fusion al sitio de la enfermedad donde el antagonista de IL-15 suprime la respuesta autoinmunitaria o inflamatoria.
Semejante complejo de proteinas de fusion puede ser particularmente util para el tratamiento de alergias,
enfermedades autoinmunitarias tales como esclerosis multiple, diabetes mellitus insulinodependiente y artritis
reumatoide o rechazo de trasplantes. Se podrian llevar a cabo enfoques no dirigidos similares utilizando variantes de
IL-15 antagonistas como proteinas no de fusion.

Otro uso de la invencién para la induccién de una respuesta inmunitaria proporciona la administracion de una
cantidad eficaz de un complejo de fusién de proteinas de la invencion en presencia de cualquier molécula efectora
co-estimuladora tal como una citoquina para inducir de ese modo una respuesta inmunitaria deseada en la
localizacién del antigeno presentado que se une al polipéptido biolégicamente activo.

También se pueden utilizar diferentes terapias de la invencién combinadas, asi como con otros agentes terapéuticos
conocidos, tales como farmacos anti-inflamatorios para proporcionar un tratamiento mas eficaz de un trastorno. Por
ejemplo, se pueden utilizar complejos de fusiéon de proteinas inmunosupresores o variantes de IL-15 combinados
con agentes anti-inflamatorios tales como corticosteroides y farmacos no esteroideos para el tratamiento de
trastornos autoinmunitarios y alergias.

Los compuestos de la invencién seran especialmente Utiles para un paciente humano que tiene o se sospecha que
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tiene una enfermedad, trastorno o afeccion malignos. Los compuestos de la invencién seran particularmente utiles
en la eleccion como diana de determinados antigenos tumorales en pacientes humanos. Los ejemplos especificos
de las enfermedades que se pueden tratar de acuerdo con la invencion incluyen canceres, p. €j., de mama, de
prostata, etc., infecciones virales, p. ej., VHC, VIH, etc., asi como otros trastornos especificos de las afecciones
mencionadas en la presente memoria.

Sin desear estar vinculados a la teoria se cree que los muiltiples y distintos compuestos unidos covalentemente de
esta invencion (esto es al menos IL-15 combinada con al menos un TCR) pueden aumentar significativamente la
eficacia de la IL-15, p. ej., aumentando la localizacion de IL-15 del antigeno diana en sujetos individuales.

Por otra parte, en virtud del enlace covalente, los conjugados de la invencién presentan la IL-15 y el TCR a la célula
sujeto esencialmente de manera simultanea, un efecto que no se puede lograr facilmente administrando los mismos
compuestos en una formulacion de "coctel" de farmacos sin unir covalentemente los compuestos.

También se ha informado de que el tratamiento con un farmaco puede a su vez sensibilizar a un paciente frente a
otro farmaco. Por lo tanto, la presentacion esencialmente simultanea a la célula sujeto de IL-15 y TCR por medio del
conjugado de la invencion puede potenciar la actividad del farmaco, p. €j., proporcionando resultados sinérgicos y/o
potenciando la produccién de una respuesta inmunitaria.

Diagnéstico

Las proteinas de TCR de alta afinidad o multivalentes especificas para un ligando pMHC concreto son utiles en el
diagndstico de animales, incluyendo seres humanos que se cree que padecen una enfermedad asociada con el
pMHC concreto. Los complejos de proteinas de fusion de la presente invencion son Utiles para determinar
esencialmente cualquier antigeno, incluyendo pero no limitados a aquellos asociados con una afeccién neoplasica,
una proteina anormal, una enfermedad autoinmunitaria o una infeccion o infestaciéon con una bacteria, un hongo, un
virus, un protozoo, una levadura, un nematodo u otro parasito.

Uno de tales métodos para detectar un tumor o una célula o tejido infectados viralmente en un sujeto, en donde la
célula o tejido comprenden un antigeno peptidico tumoral o asociado con virus presentado sobre las células o el
tejido en el contexto de un complejo de MHC comprende: a) administrar al sujeto un complejo de proteinas de fusion
soluble de la invencién que comprende un TCR soluble en condiciones que forman un complejo de unidn especifico
entre el antigeno peptidico presentado y el TCR; y b) detectar el complejo de unién especifico por ser indicativo de
un tumor o célula o tejido infectados viralmente que comprenden el antigeno peptidico tumoral o asociado con virus
presentado.

Los complejos de proteinas de fusiéon también se pueden utilizar en el diagnéstico de ciertos trastornos genéticos en
los cuales se produce una proteina anormal. Las aplicaciones ilustrativas para los complejos de proteinas de fusion
se encuentran en el diagnostico y el tratamiento de las enfermedades autoinmunitarias en las que existe un pMHC
conocido. La diabetes de tipo | esta relativamente bien caracterizada con respecto a los autoantigenos que atraen la
destrucciéon inmunitaria. La esclerosis multiple, la enfermedad celiaca, la enfermedad inflamatoria intestinal, la
enfermedad de Crohn y la artritis reumatoide son enfermedades candidatas adicionales para semejante aplicacion.

Los complejos de proteinas de fusion de la presente invencion que comprenden polipéptidos variantes de IL-15
pueden ser particularmente Utiles en estas aplicaciones. Por ejemplo, para un complejo de proteinas de fusiéon que
comprende moléculas de TCR, las interacciones entre el dominio de la variante de IL-15 y el polipéptido de IL-15Ra
generan moléculas de TCR multivalentes con aumento de la actividad de unién al antigeno, como se describe en la
presente memoria. Por otra parte, la variante de IL-15 contiene cambios de aminoacidos que eliminan
potencialmente la unién a las células que portan los receptores IL-15RByC, reduciendo de ese modo la unién no
especifica o no dirigida a células inmunitarias. Como resultado, se puede lograr una mejor deteccion de los
antigenos especificos de TCR con tales complejos de proteinas de fusion. Adicionalmente, los complejos de
proteinas de fusién de la invencién se pueden multimerizar ademas por medio de secuencias de etiquetas peptidicas
0 conjugacion con marcas detectables, como se describe en la presente memoria.

Dosificacion y administracion

La administracion de los compuestos de la invencion se puede realizar mediante una variedad de rutas adecuadas,
incluyendo oral, tépica (incluyendo transdérmica, bucal o sublingual), nasal y parenteral (incluyendo inyeccion
intraperitoneal, subcutanea, intravenosa, intradérmica o intramuscular) siendo particularmente preferidas la ruta oral
o parenteral. También se apreciara que el método preferido de administracion y la cantidad de dosificacion pueden
variar con, p. €j., la afeccion y la edad del receptor.

Los compuestos de la invencion se pueden usar en terapia solos o junto con otros medicamentos tales como
aquellos con actividad farmacolégica reconocida para tratar las indicaciones deseadas. Los medicamentos
ilustrativos incluyen terapias reconocidas tales como cirugia, radiaciéon, quimioterapia y otras formas de
inmunoterapia (p. €j., vacunas, terapias basadas en anticuerpos). Los compuestos de esta invencidon se pueden
administrar antes, durante o después de tales terapias segun se requiera.
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Si bien uno o mas compuestos de la invencion se pueden administrar solos, también pueden estar presentes como
parte de una composicién farmacéutica mezclados con un excipiente convencional, es decir, sustancias portadoras
organicas o inorganicas farmacéuticamente aceptables adecuadas para la administracion parenteral, oral u otra
administracion deseada y que no reaccionen perjudicialmente con los compuestos activos y no sean perjudiciales
para el receptor de los mismos. Las composiciones farmacéuticas de la invencién en general comprenden uno o mas
complejos de proteinas de fusion de la invencion o constructos de ADN que codifican tales compuestos junto con
uno o mas portadores aceptables. Los portadores deben ser "aceptables" en el sentido de ser compatibles con otros
ingredientes de la formulacion y no perjudiciales para el receptor de los mismos. Los portadores farmacéuticamente
aceptables adecuados incluyen, pero no se limitan a agua, soluciones salinas, alcohol, aceites vegetales,
polietilenglicoles, gelatina, lactosa, amilosa, estearato de magnesio, talco, acido silicico, parafina viscosa, aceite
perfumado, monoglicéridos y diglicéridos de acidos grasos, ésteres de acidos grasos petroethral, hidroximetil-
celulosa, polivinilpirrolidona, etc. Las preparaciones farmacéuticas se pueden esterilizar y, si se desea, mezclar con
agentes coadyuvantes, p. ej., lubricantes, conservantes, estabilizantes, agentes humectantes, emulsionantes, sales
para influir en la presion osmotica, tampones, colorantes, saborizantes y/o sustancias aromaticas y similares que no
reaccionan de manera perjudicial con los compuestos activos.

Para la aplicacién parenteral, son particularmente adecuadas las disoluciones, preferiblemente disoluciones oleosas
0 acuosas asi como suspensiones, emulsiones, o implantes, incluyendo supositorios. Las ampollas son
dosificaciones unitarias convenientes.

Para la aplicacion entérica, son particularmente adecuados los comprimidos, grageas o capsulas que tienen un
aglutinante portador de talco y/o carbohidrato o similar, siendo preferiblemente el portador lactosa y/o almidén de
maiz y/o almidon de patata. Se puede utilizar un jarabe, elixir o similar en donde se emplea un vehiculo edulcorado.
Las composiciones de liberacion sostenida se pueden formular incluyendo aquellas en las que el componente activo
esta protegido con recubrimientos diferencialmente degradables, p. e€j., mediante microencapsulacion,
recubrimientos multiples, etc.

Los compuestos terapéuticos de la invencion también se pueden incorporar a liposomas. La incorporacion se puede
llevar a cabo de acuerdo con procedimientos de preparacion de liposomas conocidos, por ejemplo sonicacion y
extrusion. Los métodos convencionales adecuados de preparacion de liposomas también son descritos p. €j., por
A.D. Bangham et al., J. Mol. Biol., 23:238-252 (1965); F. Olson et al., Biochim. Biophys. Acta, 557:9-23 (1979); F.
Szoka et al, Proc. Nat. Acad. Sci., 75:4194-4198 (1978); S. Kim et al., Biochim. Biophys. Acta, 728:339-348 (1983); y
Mayer et al., Biochim. Biophys. Acta, 858:161-168 (1986).

La invencién también proporciona el uso para invocar una respuesta inmunitaria en un mamifero tal como un ser
humano, incluyendo la vacunacion de un mamifero tal como un ser humano contra un agente infeccioso o un
trastorno diana, tal como el cancer.

Estos métodos comprenden administrar a un mamifero una cantidad eficaz de una secuencia de ADN que
comprende un vector de ADN que codifica un complejo de proteinas de fusion de la invencion. La preparacion de los
vectores de expresion de complejos de proteinas de fusion y variantes de IL-15 se describe mas arriba y en los
Ejemplos que siguen. Se ha informado sobre los métodos para la administracion del ADN plasmidico, la absorcion
de ese ADN por las células del sujeto al que se ha administrado y la expresion de la proteina. Vase Ulmer, J.B., et al,
Science (1993) 259:1745-1749.

Los vectores de ADN que codifican los complejos de proteinas de fusion de la invencion se administran
adecuadamente a un mamifero incluyendo un ser humano, preferiblemente mediante inyeccion intramuscular. La
administracion de ADNc al musculo esquelético de un mamifero con la absorcion subsiguiente del vector de
expresion administrado por parte de las células musculares y la expresion de la proteina codificada por el ADN han
sido descritas por Ulmer et al. y representan un protocolo ilustrativo [UImer, J.B., et al, Science 259:1745-1749]. La
dosis 6ptima para una aplicacion terapéutica dada se puede determinar mediante métodos convencionales.

Ademas del tratamiento de trastornos humanos, los complejos de proteinas de fusién de la invencion y los
constructos de ADN de la invencion que codifican tales moléculas tendran un uso significativo para aplicaciones
veterinarias, p. €j., tratamiento de trastornos del ganado tal como ganado vacuno, ovejas, etc. y animales domésticos
tales como perros y gatos.

Se apreciara que las cantidades preferidas reales de un complejo de proteinas de fusion de la invencion dado o el
constructo de ADN que los codifica utilizadas en una terapia dada variaran de acuerdo con el compuesto o
compuestos activos concretos que se estén utilizando, las composiciones concretas formuladas, el modo de
aplicacion, el sitio concreto de administracion, el peso del paciente, la salud general, el sexo, etc., la indicacion
concreta que esté siendo tratada, etc. y otros factores semejantes que son reconocidos por los expertos en la
técnica, incluyendo el médico o veterinario a cargo. La tasas de administracion éptimas para un protocolo de
administracion dado pueden ser facilmente determinadas por los expertos en la técnica usando ensayos de
determinacion de dosificacion convencionales realizados por ejemplo, con respecto a las directrices anteriores y los
ensayos descritos en la presente memoria.
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Ejemplos

Ha de apreciarse que la invencion no se debe limitar a los ejemplos que se describen a continuacion; de hecho,
debe entenderse que la invencién incluye cualquiera y todas las aplicaciones proporcioandas en la presente
memoria y todas las variaciones equivalentes dentro de la practica habitual del experto en la técnica.

Ejemplo 1 - Disefio de un complejo de proteinas de fusiéon que comprende las proteinas de fusion de scTCR/hulL15
y scTCR/hulL15Ra. (Referencial)

Se ha establecido que la IL-15 se une de forma estable al dominio extracelular de IL-15Ra y que el complejo
resultante es capaz de modular (es decir, estimular o bloquear) las respuestas inmunitarias a través del Complejo de
IL-15R de afinidad intermedia o elevada (1-4). Ademas, se ha demostrado que el TCR de cadena sencilla o los
polipéptidos de anticuerpos se pueden fusionar a citoquinas y otros dominios efectores inmunitarios y que tales
moléculas de fusion biespecifica conservan la actividad funcional de ambos dominios de fusion (5-8).
Adicionalmente, se ha demostrado que las formas multivalentes del TCR proporcionan una mayor unién a sus
ligandos (9). Por lo tanto una caracteristica de la invenciéon proporciona un complejo de proteinas de fusiéon que
comprende al menos una proteina de fusion en donde un primer polipéptido de TCR se fusiona a IL-15 y al menos
una fusién en donde un segundo polipéptido de TCR se fusiona al dominio extracelular de IL-15Ra, de manera que
las dos proteinas de fusién forman un complejo a través de las interacciones de unién entre los dominios de IL-15 e
IL-15Ra. En tal complejo de proteinas de fusion, los polipéptidos de TCR pueden ser iguales o diferentes y pueden
estar en formato de cadena sencilla o heterodimérico.

Un ejemplo de un complejo de proteinas de fusion que contiene polipéptidos de TCR de cadena sencilla se muestra
esquematicamente en la Figura 1A. En este complejo de proteinas de fusion, los dominios de TCR multivalentes
proporcionan una mayor avidez/afinidad de union por sus ligandos. Los ligandos ilustrativos incluyen, pero no se
limitan a, complejos de péptido/MHC. Los dominios IL-15/IL-15Ra proporcionan actividad inmunomoduladora. Los
constructos de proteinas de fusion representativos que comprenden el complejo de proteinas de fusion se muestran
esquematicamente en la Figura 1B. En estos constructos el polipéptido de TCR es un TCR de cadena sencilla
(264scTCR) compuesto de los dominios TCR-Va y TCR-VB-Cf3 conectados por una secuencia conectora peptidica
((G4S)a). El polipéptido scTCR se fusiona a cualquiera de los dominios IL-15 o IL-15Ra, directamente o a través de
una secuencia conectora peptidica. Partiendo del polipéptido scTCR hay una secuencia de péptido sefial (o péptido
lider) que permite la expresion soluble. El péptido sefal se escinde posteriormente durante el transporte de la
proteina para generar la proteina de fusién madura. En otros ejemplos del complejo de proteinas de fusion, un
dominio de anticuerpo puede sustituir a un dominio de TCR representado en la Figuras 1A y 1B. Tal anticuerpo
puede estar en un formato de cadena sencilla o heteromultimérico. Para cualquiera de los complejos de proteinas de
fusion descritos anteriormente, las secuencias pueden ser humanas o no humanas, por ejemplo, pero no limitadas a
ratén. Estas secuencias se pueden emplear para una parte o la totalidad de los dominios de la proteina de fusion.
Ademas, la disposiciéon de los dominios puede variar siempre que las proteinas de fusidon sigan siendo solubles y
funcionales.

Ejemplo 2 - Construccion de la fusion génica de c264scTCR/hulL15 en un vector de expresion. (Referencial)

El aislamiento y la caracterizacion de los genes de TCR para TCR especifico de p53 (aa264-272) se describieron
previamente (5-7). Para obtener genes de IL15 e IL15Ra humanos, se aislaron PBMC humanas de 200 ml de sangre
de un donante (NUm. de Lote 2238789, Community Blood Bank, Miami, FL) con HISTOPAGUE-1077 (Sigma). Las
células (1,5 x 107) se activaron por medio de 30 ng/ml de PMA (Sigma), 200 ng/ml de ionomicina, y 220 ng/ml de IL2
humana recombinante en IMDM que contenia FBS al 10% en una incubadora con CO; durante 10 dias. Las células
activadas (1 x 107 por ml) se congelaron a -70°C para aplicaciones adicionales. Para purificar el ARN total de las
PBMC activadas, se utiliz6 RNEASY PLUS MINI (Qiagen) de acuerdo con el protocolo del fabricante. El Gen de IL15
humana que contenia la regidn codificante y una porciéon de las regiones limitrofes 5' y 3' se amplificé a partir del
ARN total con el cebador directo

5'-CACCTTGCCATAGCCAGCTCTTC-3'
y el cebador inverso
5-GTCTAAGCAGCAGAGTGATGTTTG-3'

por medio de SUPERSCRIPT IIl One-Step RT-PCR Platinum Tag HiFi (Invitrogen) de acuerdo con las siguientes
condiciones: para RT; 55°C 30 min; 94°C, 2 min; para amplificar ADNc; 94°C, 30 segundos; 53°C, 30 segundos;
68°C, 1 min; x40 ciclos; 68°C, 5 min. El producto de ADNc de la PCR de IL15 humana de 600 pb se separd
mediante electroforesis sobre un gel de agarosa al 1% y se aisl6. El producto de ADNc se purificd de la agarosa con
un Kit de Extraccion en Gel Qiaquick (Qiagen). El gen de la proteina IL15 humana madura se amplificé a partir del
ADNCc de IL15 humana de 600 pb con el cebador directo

5-TGGTTAACAACTGGGTGAATGTAATAAGTG-3'

y el cebador inverso
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5-ACGCGTTTATCAAGAAGTGTTGATGAACATTTGGAC-3'

mediante PfuUltra (Stratagene) en las siguientes condiciones de PCR: 94°C, 1 min; 63°C, 1 min; 72°C, 1 min; x35
ciclos; 72°C, 10 min. El gen de la proteina IL15 humana madura se purificd en gel y se cloné en el vector lanzadera,
pcDNAS3.1 Directional TOPO Expression Vector (Invitrogen), con la reaccion TOPO de acuerdo con el protocolo del
fabricante. El clon que contenia el inserto de gen de la proteina IL15 humana madura se identificé basandose en la
PCR de diagnéstico con el cebador directo

5-TGGTTAACAACTGGGTGAATGTAATAAGTG-3'
y el cebador inverso
5'-ACGCGTTTATCAAGAAGTGTTGATGAACATTTGGAC-3'

mediante Redtag (Sigma) en las siguientes condiciones: 94°C, 1 min; 63°C, 1 min; 72°C, 1 min; x35 ciclos; 72°C, 10
min. La secuencia del clon correcto se verific6 mediante secuenciaciéon de ADN con GenomelLab Dye Termination
Cycle Sequencing con un Quick Start Kit (Beckman Coulter) de acuerdo con el protocolo del fabricante. El gen de la
proteina IL15 humana madura se retird del vector lanzadera mediante digestion con Hpal y Mlul y se ligd en un
vector de expresion pNEF38-c264scTCR que habia sido digerido con Hpal y Mlul. El vector de expresion pNEF38-
c264scTCR contiene el fragmento génico que codifica una secuencia lider de la cadena ligera de inmunoglobulina (o
sefial secretora) conectada a la proteina TCR de cadena sencilla quimérica soluble especifica del péptido p53
(aa264-272) (c264scTCR) (5). El vector también contiene regiones reguladoras/potenciadoras 5', regiones
reguladoras y promotoras de la transcripcidon, secuencias reguladoras/de inicio/terminacion de la traduccion,
incluyendo una secuencia consenso de Kozak y una region de terminacion poli-A, y regiones reguladoras 3' con
supuestos elementos reguladores del anclaje a la matriz. El vector también contiene secuencias de ADN que
permiten el crecimiento selectivo en células de mamifero (promotor de SV40/gen neoR/poli-A) y bacterias (gen
Ori/AMP). La clonacion del fragmento de ADN que codifica la proteina IL15 humana madura en el vector pNEF38-
¢c264scTCR dio como resultado un gen de fusiéon c264scTCR/hulL15 que comprendia la siguiente secuencia: 3'- lider
de la cadena ligera de inmunoglobulina - 264 TCR V-a - conector peptidico - 264 TCR V-3 - TCR C- humano - IL-15
humana. El vector resultante (pNEF38-c264scTCR/hulL15), que se muestra en la Figura 2A, se identificé basandose
en la PCR de diagnéstico y se volvid a confirmar mediante secuenciacion de ADN. Las secuencias del gen de fusion
c264scTCR/hulL15 y de la proteina (incluyendo la secuencia lider) se muestran en la Figura 2B y la Figura 2C,
respectivamente.

Ejemplo 3 - Construccion de la fusion génica de c264scTCR/hulL15 que contiene una region bisagra de IgG1
humana mutada en un vector de expresion. (Referencial)

La construccién del vector pNEF38-c264scTCR/hulL15 se describid en el Ejemplo 2. Se utilizé una region bisagra
mutada de la cadena H de IgG1 humana, en donde se sustituyeron tres residuos de cisteina por tres residuos de
serina para conectar c264scTCR y hulL15. La region de bisagra se mutd y se amplificé a partir del gen
264scTCR/IgG1 descrito previamente (7) con el cebador directo

5-TGGTGGGTTAACGAGCCCAAATCTTCTG-3'
y el cebador inverso
5-ATTATTACGCGTTGGAGACGGTGGAGATG-3'

mediante PfuUlta (Stratagene) en las siguientes condiciones de PCR: 94°C, 30 s; 65°C, 30 seg; 70°C 1 min; x35
ciclos; 72°C, 10 min. El producto de ADNc de la PCR de la bisagra de IgG1 humana mutada de 70 pb se separé
mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1% y se aislé. El producto de ADNc se purificé de la agarosa con un
Kit de Extraccion en Gel QlAquick (Qiagen). El gen de la region bisagra mutado se digirié con Hpal y Mlul y se ligd
en pNEF38-c264scTCR que habia sido digerido con Hpal y Mlul. El clon que contenia el inserto del gen de la regién
bisagra mutado se identifico basandose en la PCR de diagndstico con el cebador directo

5-TGAGTGATCGATACCACCATGGAGACAGACAC-3'
y el cebador inverso
5-ATTATTACGCGTTGGAGACGGTGGAGATG-3'

mediante Redtag (Sigma) en las siguientes condiciones: 94°C, 30 s; 64°C, 30 seg; 70°C 1 min; x35 ciclos; 72°C, 10
min. La hulL15 se amplifico a partir del vector pNEF38-c264scTCR/hulL15 descrito en el Ejemplo 2 con el cebador
directo

5-TGGTGGACGCGTAACTGGGTGAATG-3'

y el cebador inverso
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5-TGGTGGTCTAGAATTATCAAGAAGTGTTGATG-3'

mediante PfuUltra (Stratagene) en las siguientes condiciones de PCR: 94°C, 30 s; 65°C, 30 seg; 70°C 1 min; x35
ciclos; 72°C, 10 min. El producto de ADNc de la PCR de hulL15 de 380 pb se separé mediante electroforesis en un
gel de agarosa al 1% y se aislo. El producto de ADNc se purificé de la agarosa con un Kit de Extraccion en Gel
QIAquick (Qiagen). El gen hulL15 se digiri6 con Miul y Xbal y se ligé en pNEF38-c264scTCR que contenia el gen
mutado de la bisagra que habia sido digerido con Mlul y Xbal. El clon que contenia el inserto del gen de hulL15 se
identificd basandose en la PCR de diagndstico con el cebador directo

5-TGAGTGATCGATACCACCATGGAGACAGACAC-3'
y el cebador inverso
5-TGGTGGTCTAGAATTATCAAGAAGTGTTGATG-3'

mediante Redtag (Sigma) en las siguientes condiciones: 94°C, 30 s; 64°C, 2 min; 70°C 2 min; x35 ciclos; 72°C, 10
min. La secuencia del clon correcto se verific6 mediante secuenciaciéon de ADN con GenomelLab Dye Termination
Cycle Sequencing con un Quick Start Kit (Beckman Coulter) de acuerdo con el protocolo del fabricante. El vector de
expresion pNEF38-c264scTCR se ha descrito anteriormente en el Ejemplo 2. La clonacion del fragmento de ADN
que codifica la region bisagra de IgG1 humana mutada y la proteina IL15 humana madura en el vector pNEF38-
¢c264scTCR dio como resultado un gen de fusion c264scTCR-hmt-hulL15 que comprendia la secuencia siguiente: 3'
- lider de la cadena ligera de inmunoglobulina - 264 TCR V-a - conector peptidico - 264 TCR V-3 - TCR C- humano
- bisagra de IgG1 humana mutada - IL-15 humana. El vector resultante (pPNEF38-c264scTCR-hmt-hulL15), que se
muestra en la Figura 3A, se identificdé basandose en la PCR de diagnéstico y se volvié a confirmar mediante
secuenciacion de ADN. Las secuencias del gen de fusion c264scTCR-hmt-hulL15 y de la proteina (incluyendo la
secuencia lider) se muestran en la Figura 3B y Figura 3C, respectivamente.

Ejemplo 4 - Construccion de la fusion génica c264scTCR/hulL15RaAE3 en un vector de expresion. (Referencial)

El ARN total de las PBMC se preparé como se ha descrito anteriormente. El gen de IL15Ra humano que contenia la
region codificante y una porcion de las regiones limitrofes 5' y 3' se amplificé a partir del ARN total de las PBMC con
el cebador directo

5-AGTCCAGCGGTGTCCTGTGG -3'
y el cebador inverso
5-TGACGCGTTTAAGTGGTGTCGCTGTGCCCTG-3'

mediante SUPERSCRIPT Il One-Step RT-PCR Platinum Tag HiFi (Invitrogen) de acuerdo con las siguientes
condiciones: para RT; 55°C, 30 min; 94°C, 2 min; para amplificar ADNc; 94°C, 1 min; 66°C, 1 min; 72°C, 1 min; x35
ciclos; 72°C, 5 min. El producto de ADNc de la PCR de IL15Ra humano de 970 pb se separé por electroforesis en un
gel de agarosa al 1% y se aisl6. EI ADNc se purificé de la agarosa con un Kit de Extraccion en Gel QIAquick
(Qiagen). El gen del dominio extracelular de IL15Ra humano se amplificé a partir del ADNc de IL15Ra humano de
970 pb con el cebador directo

5-TGGTTAACATCACGTGCCCTCCCCCCATG-3'
y el cebador inverso
5-TGACGCGTTTAAGTGGTGTCGCTGTGCCCTG-3'

mediante PfuUltra (Stratagene) en las siguientes condiciones de PCR: 94°C, 1 min; 72°C 2 min; x35 ciclos, 72°C, 10
min. El gen del dominio extracelular de IL15Ra humano se purifico en gel y se cloné en el vector lanzadera,
pcDNAS3.1 Directional TOPO Expression Vector (Invitrogen), mediante reaccion TOPO de acuerdo con el protocolo
del fabricante. El clon que contenia el inserto del gen del dominio extracelular IL15Ra humano correcto se
seleccion6 basandose en la PCR de diagnéstico y se volvié a confirmar mediante secuenciacion del ADN con el
GenomelLab Dye Termination Cycle Sequencing con un Quick Start Kit de acuerdo con el protocolo del fabricante.
Se determino que el gen era el gen del dominio extracelular de IL15RaAE3 humano. El gen del dominio extracelular
de IL15RaAE3 humano se retird del vector lanzadera mediante digestion con Hpal y Miul y se ligé en pNEF38-
c264scTCR que habia sido digerido con Hpal y Mlul. La clonacion del fragmento de ADN que codificaba el dominio
extracelular de IL15RaoAE3 humano en el vector pNEF38-c264scTCR dio como resultado un gen de fusion
c264scTCR/hulL15Ra que comprendia la siguiente secuencia: 3' - lider de la cadena ligera de inmunoglobulina - 264
TCR V-a - conector peptidico - 264 TCR V- - TCR C- humano - dominio extracelular de IL15 RaAE3. El vector
resultante (pPNEF38-c264scTCR/hulL15RaDE3), mostrado en la Figura 4A, que contiene el inserto del gen del
dominio extracelular de IL15RaAE3 correcto se identific6 basandose en la PCR de diagndstico y se volvid a
confirmar mediante secuenciacion de ADN. Las secuencias del gen c264scTCR/hulL15RaAE3 y de la proteina se
muestran en Figura 4B y la Figura 4C, respectivamente.
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Ejemplo 5 - Construccion de la fusion génica c264scTCR/hulL15RaSushi en un vector de expresion. (Referencial)

El ARN total de las PBMC se prepar6 como se ha descrito anteriormente. El gen de IL15RaSushi humano se
amplifico a partir del ADNc de IL15Ra humano de 970 pb (véase el Ejemplo 3) con el cebador directo

5-TGGTTAACATCACGTGCCCTCCCCCCATG-3'
y el cebador inverso
5-TTGTTGACGCGTTTATCTAATGCATTTGAGACTGG-3'

mediante PfuULTRA (Stratagene) en las siguientes condiciones de PCR: 94°C, 1 min; 66°C, 1 min; 70°C, 1 min; x35
ciclos; 72°C, 10 min. El producto de PCR del gen IL15RaSushi humano se purificé en gel y se digirié6 con Hpal y
Miul. El gen se ligé en pNEF38-c264scTCR que habia sido digerido con Hpal y Mlul. La clonacién del fragmento de
ADN que codificaba el dominio IL15RaSushi humano en el vector pNEF38-c264scTCR dio como resultado una
fusion génica c264scTCR/hulL15Ra que comprendia la siguiente secuencia: 3' - lider de la cadena ligera de
inmunoglobulina - 264 TCR V-a - conector peptidico - 264 TCR V- - TCR C- humano - IL15RaSushi humano. El
vector resultante, mostrado en la Figura 5A, que contenia el inserto del gen IL15RaSushi humano correcto se
identifico basandose en la PCR de diagnostico y se volvio a confirmar mediante secuenciacion del ADN. Las
secuencias del gen c264scTCR/hulL15RaSushi y de la proteina se muestran en la Figura 5B y la Figura 5C,
respectivamente.

Ejemplo 6 - Construccion de la fusion génica c264scTCR/hulL15RaSushi que contiene una region bisagra de 1gG1
humana mutada en un vector de expresion. (Referencial)

La construccién del vector de pNEF38-c264scTCR/hulL15RaSushi se describié anteriormente. Una region bisagra
mutada de la cadena H de IgG1 humana, en la que tres residuos de cisteina se habian remplazado por tres residuos
de serina se utilizé para conectar c264scTCR y hulL15RaSushi. La region de bisagra se mutd, se amplifico, se ligo, y
se verificd como antes. El hulL15RaSushi se amplificé a partir del vector pNEF38-c264scTCR/hulL15RaSushi
descrito anteriormente con el cebador directo

5-TAATAAACGCGTATCACGTGCCCTC-3'
y el cebador inverso
5-TGGTGGTCTAGATTATCATCTAATGCATTTG -3'

mediante PfuUltra (Stratagene) en las siguientes condiciones de PCR: 94°C, 30 s; 65°C, 30 seg; 70°C 1 min; x35
ciclos; 72°C, 10 min. El producto de ADNc de la PCR de hulL15RaSushi de 250 pb se separé mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 1% y se aisld. El producto de ADNc se purificé a partir de la agarosa con un
Kit de Extraccion de Gel Qiaquick (Qiagen). El gen hulL15RaSushi se digirié con Mlul y Xbal y se ligé6 en pNEF38-
c264scTCR que contenia el gen de la bisagra mutado que habia sido digerido con Mlul y Xbal. El clon que contenia
el inserto del gen de hulL15 se identifico basandose en la PCR de diagndstico con el cebador directo

5-TGGTGGGTTAACGAGCCCAAATCTTCTG-3'
y el cebador inverso
5-TGGTGGTCTAGATTATCATCTAATGCATTTG-3'

mediante RedTag (Sigma) en las siguientes condiciones: 94°C, 30 s; 65°C, 1 min; 70°C 1 min; x35 ciclos; 72°C, 10
min. La secuencia del clon correcto se verific6 mediante secuenciaciéon de ADN con GenomelLab Dye Termination
Cycle Sequencing con un QUICK START KIT (Beckman Coulter) de acuerdo con el protocolo del fabricante. El
vector de expresion pNEF38-c264scTCR se ha descrito anteriormente. La clonacion del fragmento de ADN que
codifica la regidon bisagra de 1gG1 humana mutada y la proteina IL15RoSushi humana en el vector pNEF38-
c264scTCR dio como resultado una fusion génica c264scTCR-hmt-hulL15RoSushi que comprendia la siguiente
secuencia: 3' - lider de la cadena ligera de inmunoglobulina - 264 TCR V-a - conector peptidico - 264 TCR V- - TCR
C-B humano - bisagra de IgG1 humana mutada - IL15RoSushi humano. El vector resultante (pNEF38-c264scTCR-
hmt-hulL15RoSushi), que se muestra en la Figura 6A, se identificé basandose en la PCR de diagndstico y se volvio
a confirmar mediante secuenciacion de ADN. Las secuencias del gen de fusion c264scTCR-hmt-hulL15RaoSushi y
de la proteina (incluyendo la secuencia lider) se muestran en la Figura 6B y la Figura 6C, respectivamente.

Ejemplo 7 - Construccion de los genes c264scTCR/hulL15RaSushi y ¢264scTCR/hulL15 en un uUnico vector de
expresion. (Referencial)

Para lograr la expresion de dos proteinas de fusiéon de la invenciéon en una Unica célula anfitriona, los genes que
codificaban ¢264scTCR/hulL15RaSushi y c264scTCR/hulL15 se clonaron en un Unico vector de expresion. El gen
¢c264scTCR/hulL15RaSushi se amplificéd a partir del molde descrito en el Ejemplo 5 mediante PfuUltra (Stratagene)
con el cebador directo 5-TGAGTGTCCGGAACCACCATGGAGACAGACAC-3' y el cebador inverso 5'-
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TTGTTGGCGGCCGCTTATCATCTAATGCATTTGAG-3' en las siguientes condiciones: 94°C, 1 min ; 68°C, 1 min;
72°C, 2 min; x35 ciclos; 72°C, 10 min. El producto de la PCR del gen c264scTCR/hulL15RaSushi se purificé en gel,
se digirid con BspEl y Notl y se ligd en el vector de expresion pSUN34R1 que habia sido digerido con BspEl y Notl.
El vector de expresion pSUN34R1 contiene dos sitios de clonacion de genes de interés, asi como regiones
reguladoras/potenciadoras 5', regiones reguladoras y promotoras de la transcripcion, secuencias reguladoras/de
inicio/terminacion de la traduccién que incluyen una secuencia consenso de Kozak y una region de terminacion poli-
A, y un intrén y regiones 3' con elementos reguladores. Este vector también contiene secuencias de ADN que
permiten el crecimiento selectivo en células de mamifero (promotor de SV40/gen neoR/poli-A) y bacterias (gen
Ori/AMP). El vector que contiene el inserto del gen c264scTCR/IL15RaSushi correcto se identificd basandose en la
PCR de diagnostico y se volvio a confirmar mediante secuenciacion del ADN. El gen c264scTCR/hulL15 se amplificd
a partir del molde descrito en el Ejemplo 2 mediante PfuUltra (Stratagene) con el cebador directo

5-TGAGTGATCGATACCACCATGGAGACAGACAC-3'
y el cebador inverso
5-TGAGTGTTCGAATTATCAAGAAGTGTTGATGAAC-3'

en las siguientes condiciones: 94°C, 1 min; 65°C, 1 min; 72°C, 2 min; x35 ciclos; 72°C, 10 min. El producto de la
PCR del gen c264scTCR/hulL15 se purifico en gel, se digirié con Clal y Csp45l y se ligo en el vector de expresion
pSUN34R1-c264scTCR/hulL15RaSushi que habia sido digerido con Clal y Csp45l. El vector resultante (pSun-
c264scTCRIL15/c264scTCRIL15RaSushi), mostrado en la Figura 7, que contenia el inserto del gen
¢c264scTCR/hulL15 correcto se identificé basandose en la PCR de diagndstico y se volvié a confirmar mediante
secuenciacion del ADN. Este vector contiene ambos genes c264scTCR/hulL15RaSushi y c264scTCR/hulL15.

Ejemplo 8 - Construccion de los genes c264scTCR/hulL15RaAE3 y c264scTCR/hulL15 en un unico vector de
expresion. (Referencial)

El gen de fusién c264scTCR/hulL15RaAE3 se amplificé a partir del molde descrito en el Ejemplo 4 mediante
PfuUltra (Stratagene) con el cebador directo

5-TGAGTGTCCGGAACCACCATGGAGACAGACAC-3'
y el cebador inverso
5-TTGTTGGCGGCCGCTTATCAAGTGGTGTCGCTG-3'

en las siguientes condiciones: 94°C, 1 min; 68°C, 1 min; 72°C, 2 min; x35 ciclos; 72°C, 10 min. El producto de la
PCR del gen c264scTCR/hulL15RaAES3 se purifico en gel, se digirié con BspEl y Notl y se ligé al vector de expresion
pSUN34R1 que habia sido digerido con BspEl y Notl. El vector que contenia el inserto del gen
¢c264scTCR/hulL15RaAE3 correcto se identifico basandose en la PCR de diagnéstico y se volvié a confirmar
mediante secuenciacion del ADN. El gen c264scTCR/hulL15 se amplificd y se clond en el vector de expresion
descrito en el Ejemplo 7. El vector resultante (pSun-c264scTCRIL15/c264scTCRIL15RaDE3), mostrado en la Figura
8, que contiene el inserto del gen c264scTCR/hulL15 correcto se identificd basandose en la PCR de diagnédstico y se
volvié a confirmar mediante la secuenciacion del ADN. Este vector contiene ambos genes c264scTCR/hulL15RaAE3
y c264scTCR/hulL15.

Ejemplo 9 - Generacion de lineas celulares anfitrionas transfectadas que producen proteinas de fusion. (Referencial)

Los vectores de expresion se pueden introducir en una variedad de lineas de células anfitrionas mediante varios
métodos diferentes de transformacion, transfeccion o transduccion. En uno de tales métodos, se sembraron células
CHO-K1 (5 x 10%) en una placa de 6 pocillos y se cultivaron durante la noche en una incubadora con CO,. Las
células se transfectaron con 5 pg de vector de expresion que contenia los genes de fusion TCR/IL15 y/o
TCR/IL15Ra utilizando 10 pl de reactivo Mirus TransIT-LT1 (Mirus) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Las
células se seleccionaron con 4 mg/ml de G418 (Invitrogen) un dia después de la transfeccion. Las células resistentes
a G418 se expandieron y las células que expresaban la proteina de fusion con TCR fueron enriquecidas mediante 3-
5 rondas de seleccion de MACS como se describe a continuacion. Las células se desprendieron en EDTA 10 mM y
se lavaron una vez con IMDM que contenia FBS al 10%. Las células se resuspendieron (107 células en 100 pl) y se
incubaron con 5 ug de reactivo de tetramero de p53 conjugado con R-ficoeritrina (PE) (aa264-272)/HLA-A2 durante
15 minutos a 4C. Las células se lavaron una vez y se incubaron con cuentas magnéticas conjugadas con
anticuerpos anti-PE (Miltenyi Biotec) durante 15 min a 4°C. Las células se cargaron en una columna magnética (en
un campo magnético) y las células no unidas se eliminaron con tampoén de lavado (PBS que contenia BSA al 0,5%).
Las células unidas a la columna se hicieron eluir con IMDM que contenia FBS al 10% después de que la columna se
hubiera retirado del campo magnético. Este procedimiento permite el enriquecimiento de las células que expresan la
proteina de fusién basandose en la presentacion transitoria de la proteina de fusién soluble sobre la superficie
celular durante el proceso de produccién/secrecion. La asociaciéon en la superficie de la célula de las proteinas de
fusion se controlé después de cada enriquecimiento. Los niveles de proteinas de fusién unidas a la superficie celular
determinados mediante citometria de flujo se compararon con los niveles de proteinas de fusion solubles presentes
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en el medio de cultivo celular seguin se determind mediante ELISA. Un ejemplo de la comparacién se muestra en la
Figura 9A y 9B. En este ejemplo, células CHO-K1 transfectadas con pNEF38-c264scTCR/hulL15RaSushi se
enriquecieron por medio de MACS de una a cinco veces y después se sembraron (1 x 10° células/pocillo) en una
placa de 6 pocillos. Tras 24 horas, las células se desprendieron con EDTA 10Mm, se lavaron una vez con IMDM +
FBS al 10% v se tifieron (a 2 x 10° células/100 ul de IMDM + FBS al 10%) con 0,6 pg de tetramero de p53 (aa264-
272) conjugado con PE/HLA-A2 o la misma cantidad de tetramero de CMVpp65 (aa495-503) conjugado con
PE/HLA-A2 durante 30 min a 4°C. Las células se lavaron una vez y se analizaron para determinar los niveles de
proteina de fusion soluble asociada a la superficie celular mediante citometria de flujo, como se muestra en la Figura
9A. El nivel de proteina de fusién soluble secretada al medio de cultivo celular también se determiné mediante
ELISA especifico de TCR con un anticuerpo de captura, anticuerpo anti-TCR Cp humano (BF 1), y un anticuerpo de
deteccion, anticuerpo anti-TCR CB humano biotinilado (W4F) descrito previamente (5), como se muestra en la
Figura 9B. Los resultados indican que el proceso de enriquecimiento basado en cuentas magnéticas produjo
transfectantes que producian un aumento de los niveles de proteina de fusion soluble. Las células transfectadas
enriquecidas se subclonaron a continuacion tres veces mediante dilucion limitante y las lineas celulares de
produccién se escrutaron basandose en el nivel de proteina de fusién soluble secretada al medio de cultivo
(determinado mediante el ELISA descrito anteriormente). Las lineas celulares de produccion se expandieron y se
cultivaron en IMDM + FBS al 10% o medio libre de suero en condiciones (esto es, matraces, centrifugas,
fermentadores, bolsas, botellas) adecuadas para generar la proteina de fusion soluble.

En algunos casos, las células anfitrionas se co-transfectaron con diferentes vectores de expresion para generar
transfectantes capaces de expresar multiples proteinas de fusiéon. Los transfectantes que expresaban una proteina
de fusién también pudieron ser transfectados de nuevo con uno o mas vectores de expresion para generar
transfectantes que expresaban multiples proteinas de fusion. Las células también se transfectaron con un vector de
expresion que contenia mas de un gen de proteinas de fusion, como se ilustra en los Ejemplos 7 y 8, para generar
un transfectante que expresa multiples proteinas de fusién. Las células resultantes se pudieron utilizar para producir
los complejos de proteinas de fusion de multiples componentes de la invencién como moléculas solubles en el medio
de cultivo celular.

También se pudieron lograr altos niveles de produccion de proteina de fusion o de complejo de proteinas de fusion a
través de métodos de transfeccion y seleccion celulares descritos en U.S.S.N. 09/204.979.

Ejemplo 10 - Purificacion de las proteinas de fusidon o complejos de proteinas de fusién de TCR/IL15 y TCR/IL15Ra.
(Referencial)

Las proteinas de fusion o los complejos de proteinas de fusion solubles de la invencién se pueden purificar a partir
de las células anfitrionas o los medios de cultivo celulares utilizando una variedad de métodos, incluyendo particion
selectiva o solubilidad en disolventes o mediante separacion (es decir, a través de cromatografia) basandose en la
carga, el caracter hidrofobo, el caracter hidrofilo, el tamafio, y/o la union selectiva o semiselectiva a un ligando. Las
proteinas de fusién o los complejos de proteinas de fusion solubles se pueden generar a partir de materiales
insolubles a través del uso de condiciones de plegamiento de proteinas apropiadas. En un ejemplo, la proteina de
fusion de c264scTCR/IL15 se purificd del medio de cultivo celular mediante cromatografia de afinidad utilizando un
anticuerpo (BF1) que reconocia el dominio TCR-CB humano. Tipicamente, una columna que contenia Sefarosa
conjugada con BF1 se equilibré primero con Tris-HCI 20 mM, pH 8,0 (tampdn de carga) y después se cargo a 2
ml/min con medio de cultivo celular de pH ajustado que contenia la proteina de fusion de c264scTCR/IL15. A
continuacion, la columna se lavé con 5 veces el volumen de la columna de tampoén de carga para eliminar las
proteinas no unidas, y la proteina de fusion de c264scTCR/IL15 se hizo eluir con 4 veces el volumen de la columna
de citrato de Na 0,5 M, pH 4. Después de la recogida, el eluato se ajustd a pH 8,0 por medio de Tris-HCI 2 M, pH
8,0. La proteina purificada se cambié de tampdn a PBS vy se filtr6 utilizando un filtro de 0,22 ym. La columna BF1 se
vacio con glicina-HCI 50 mM, pH 3,0, y se almacend en etanol al 20% a 4°C para su uso posterior. La proteina de
fusion se pudo purificar adicionalmente mediante cromatografia de intercambio idnico y/o de exclusion por tamafio.
Los sobrenadantes de cultivo celular que contenian las proteinas de fusidon de ¢264scTCR/IL15,
¢c264scTCR/IL15RaSushi y c264scTCR/IL15RaAE3 se purificaron mediante los métodos anteriores y las muestras
de las proteinas de fusion purificadas se analizaron por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS en condiciones
reductoras y seguido de tincion con azul brillante de Coomassie. Los ejemplos de tales geles se muestran en la
Figura 10. Las principales bandas de proteinas corresponden a los pesos moleculares correctos esperados
basandose en las secuencias de las proteinas de fusion.

Ejemplo 11 - Generacién de un complejo de proteinas de fusion de las proteinas de fusiéon de TCR/IL15 y
TCR/IL15Ra. (Referencial)

IL15 se une especificamente al dominio extracelular de IL15Ra con una alta afinidad (4). De este modo se puede
formar un complejo de proteinas de fusién que porta los dominios de IL-15 e IL15Ra en una variedad de
condiciones, incluyendo dentro de la célula de expresion o extracelularmente con proteinas de fusiéon no purificadas
o purificadas. En un ejemplo, se pueden mezclar cantidades molares iguales de proteinas de fusion purificadas en
las condiciones apropiadas (es decir, 10 min a temperatura ambiente) para formar un complejo de proteinas de
fusion. La formacion de complejos se puede verificar utilizando una variedad de técnicas que incluyen analisis de
unién directa, andlisis de unién competitiva, inmunoprecipitacion, resonancia de plasmoén superficial, o analisis
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basados en el tamafio, la actividad u otras propiedades del complejo. Por ejemplo, como se muestra en la Figura 11,
la cromatografia de exclusion por tamafio puede verificar la formacion de complejos que comprenden las proteinas
de fusion de c264scTCR/hulL15 y c264scTCR/hulL15RaSushi basandose en el peso molecular. En este estudio, se
cargaron aproximadamente 100 pug de c264scTCR/hulL15 (0,5 mg/ml) en una columna Superdex 200 HR 10/30 para
el andlisis. El peso molecular calculado para c264scTCR/hulL15 es de aproximadamente 57 kD. Basandose en el
perfil SEC (Figura 11A), el peso molecular estimado es de aproximadamente 98 kD, lo que sugiere que es probable
que esta proteina de fusién sea un monémero. Del mismo modo, se cargaron aproximadamente 60 ug de la proteina
de fusion de c264scTCR/hulL15RaSushi (0,3 mg/ml) en la columna Superdex. El peso molecular calculado para
c264scTCR/hulL15RaSushi es de aproximadamente 52 kD. Basandose en el perfil SEC (Figura 11B), el peso
molecular estimado de la proteina de fusion es de aproximadamente 81 kD, lo que sugiere de nuevo que esta
proteina de fusiéon es un monémero. El analisis SEC anterior de otras proteinas de fusiéon basadas en TCR mostré
diferencias similares entre el peso molecular monomérico calculado y el peso molecular estimado de la proteina de
fusion glicosilada. Cuando las proteinas de fusion de c264scTCR/hulL15 y c264scTCR/hulL15RaSushi se mezclaron
en cantidades molares iguales y se cargaron aproximadamente 126 ug de las proteinas mezcladas (0,63 mg/ml) en
la columna, se obtuvo el perfil mostrado en la Figura 11C. Se estimaron los pesos moleculares de los dos picos
principales: uno a aproximadamente 170 kD, que es un heterodimero de las dos proteinas de fusion y otro a
aproximadamente 91 kD, que es probablemente una mezcla de formas monoméricas de las proteinas de fusion. De
este modo, la aparicion de las especies de 170 kD en la preparacion de las proteinas de fusién de
¢c264scTCR/hulL15 + c264scTCR/hulL15RaSushi mezcladas es una evidencia de que se puede generar el complejo
de proteinas de fusién de la invencion.

También se llevd a cabo analisis del complejo de proteinas de fusidon que comprendia las proteinas de fusion de
¢c264scTCR/hulL15 y c264scTCR/hulL15RaAE3. Se cargaron aproximadamente 100 ug de la proteina de fusion de
c264scTCR/hulL15RaAE3 (0,5 mg/ml) en la columna Superdex. El peso molecular calculado para
c264scTCR/hulL15RaAE3 es de aproximadamente 60 kD. Basandose en el perfil SEC (Figura 12A), el peso
molecular estimado de la proteina es de aproximadamente 173 KD, lo que sugiere que esta proteina existe como un
homodimero. Cuando las proteinas de fusion de c264scTCR/hulL15 y c264scTCR/hulL15RaAE3 se mezclaron en
cantidades molares iguales y se cargaron aproximadamente 118 ug de las proteinas mezcladas (0,59 mg/ml) en la
columna, se obtuvo el perfil que se muestra en la Figura 12B. Se estimaron los pesos moleculares de los dos picos
principales: uno es >210 kD, que es probablemente un tetramero compuesto por dos heterodimeros y el otro es de
aproximadamente 93 kD, que es probable que sea un monémero de c264scTCR/hulL15. De este modo, la aparicién
de la especie de 170 kD en la preparacion de la proteina de fusibn de c¢264scTCR/hulL15 +
¢c264scTCR/hulL15RaAE3 mezcladas es una evidencia de que se puede generar el complejo de proteinas de fusion
de la invencion.

Ejemplo 12 - El complejo de proteinas de fusién de las proteinas de fusion de TCR/IL15 y TCR/IL15Ra muestra una
mayor union a los complejos de péptido/MHC. (Referencial)

Los complejos de proteinas de fusion generados como se ha descrito anteriormente se caracterizaron por su
capacidad para unirse al antigeno especifico de TCR, p53 (aa264-272)/HLA-A2.1. Para generar células que
presentaban este antigeno, se cargaron células T2 HLA-A2.1 positivas con el péptido p53 (aa264-272) a 26°C
durante la noche y después se almacenaron a 5 x 10° células/ml en nitrégeno liquido. Las células T2 que no se
incubaron con péptido sirvieron como controles. Las células T2 cargadas con el péptido p53 o de control se
descongelaron y se resuspendieron en 1 ml de IMDM + FBS al 10%. Las células (5 x 10°/100 pl) se tifieron a
continuacién durante 30 min a RT con 0,5 pug de las proteinas de fusién siguientes: c264scTCR/hulL15,
¢c264scTCR/hulL15RaSushi, complejo de c264scTCR/hulL15 + c264scTCR/hulL15RaSushi. Las células se lavaron
una vez con tampoén de lavado (PBS que contenia BSA al 0,5% y azida de sodio al 0,05%) y se tifieron con 0,1 ug
de anticuerpo anti-TCR Cf3 humano monoclonal biotinilado de ratén (BF1) en 100 ul de tampdén de lavado durante 30
min a RT. Las células se lavaron una vez y se tifieron con 0,5 pug de estreptavidina conjugada con R-Ficoeritrina en
100 pl de tampon de lavado durante 30 min a RT. Las células se lavaron y se resuspendieron para el analisis
mediante citometria de flujo. Como se muestra en la Figura 13, cada una de las proteinas de fusién fue capaz de
tefir especificamente las células cargadas con péptido p53. Ademas, el complejo de proteina de fusion de
c264scTCR/hulL15 + ¢c264scTCR/hulL15RaSushi presentd una mayor union especifica a través de los dominios
c264scTCR multivalentes a los complejos de p53(aa264-272)/HLA-A2.1 presentados sobre las células T2. En
particular, el complejo de proteinas de fusidon dimérico mostré una mejor tincion de las células T2 cargadas con
péptido p53 que las proteinas de fusion monoméricas c264scTCR/hulL15 o c264scTCR/hulL15RaSushi. Estos datos
sugieren que el complejo de proteinas de fusién multimérico proporcionara mejores propiedades de reconocimiento
del antigeno que la forma monomérica de las proteinas de fusion.

Ejemplo 13 - Generacion de genes mutantes de hulL-15 y construccion de vectores de expresion de genes mutantes
de c264scTCR-hmt-hulL15. (Referencial)

Como se ha descrito anteriormente, los polipéptidos c264scTCR/hulL15 + c264scTCR/hulL15RaSushi son capaces
de formar un complejo a través de interacciones de los dominios de IL-15 e IL-15Ra y el complejo de proteinas de
fusion multivalente tiene union mejorada para los complejos de péptido/MHC. Tal complejo de proteinas de fusion
tiene ventajas como agente de busqueda especifico de antigeno o dirigido, de diagndstico y terapéutico basadas en
la actividad de union mejorada. La capacidad de los dominios de IL-15/IL-15Ra de la proteina de fusion para unirse a

33



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 642 008 T3

células que expresan los receptores de IL-15 también es una caracteristica deseable como se indica en la presente
memoria. Sin embargo, existen aplicaciones en las que resulta ventajoso aumentar o disminuir la capacidad de los
dominios de IL-15/IL-15Ra para interactuar con y/o afectar a las respuestas de las células que expresan los
receptores de IL15. Por ejemplo, puede ser deseable reducir esta interaccion en las aplicaciones (es decir, usos de
busqueda y de diagnodstico), en las que el objetivo principal es la utilizacién del complejo de proteinas de fusion para
la deteccion especifica de los complejos de péptido/MHC. En aplicaciones terapéuticas, también puede ser deseable
que los complejos de proteinas de fusidon generados contengan dominios de IL-15 capaces de aumentar o disminuir
las respuestas mediadas por IL-15. Para abordar esta cuestion, se llevé a cabo el andlisis mutacional para identificar
los residuos de IL-15 que afectan a su unién al complejo de IL-2/15Ry; sin afectar a sus interacciones con IL-15Ra.
Las mutaciones resultantes pueden crear variantes de IL-15 incluyendo antagonistas o agonistas. Ademas del uso
de las proteinas de fusién de la invencion, los antagonistas y agonistas de IL-15 resultantes también pueden tener
utilidad como citoquinas solubles (es decir, proteinas de no fusién) o como un complejo con dominios de IL-15Rq,
para aplicaciones de busqueda, diagnostico o terapéuticas. Por ejemplo, los antagonistas de IL-15 pueden ser Utiles
en la supresion de respuestas inmunitarias no deseadas, mientras que los agonistas de IL-15 se pueden utilizar para
estimular respuestas inmunitarias en estrategias terapéuticas para el tratamiento de diversas enfermedades.

Basandose en la comparacion entre la secuencia de aminoacidos y la estructura de IL-15 con IL-2, se identificaron
varios aminoacidos que podrian afectar potencialmente a las interacciones entre IL-15 e IL-15Raq, IL-15Rp y/o yC.
Como se muestra en la Tabla 1 y en la Figura 14A, se crearon variantes de IL-15, en las que los posibles sitios de
union de la proteina de IL-15 humana madura a los receptores IL-15RBy., aminoacidos en las posiciones 8, 61, 65,
72, y 108 (numeracion basada en la secuencia de IL-15 humana nativa madura), fueron sustituidos cada uno o
combinados con dos o mas sustituciones distintas. El acido aspartico de la posicion 8 se sustituy6é por alanina o
asparragina. El acido aspartico en la posicion 61 se sustituyd por alanina. La asparragina de la posicion 65 se
sustituyd por alanina o acido aspartico. La asparragina de la posicion 72 se sustituy6 por arginina o acido aspartico.
La glutamina de la posicion 108 se sustituyd por alanina. Tanto el Asp de la posicion 8 como la Gin de la posicion
108 se sustituyeron cada uno por alanina. Tanto el Asp de la posicién 8 como la Asn de la posicion 65 se
sustituyeron cada uno por una asparragina o alanina. Tanto el Asp de la posicion 8 como la Asn de la posicién 65 se
sustituyeron cada uno por una serina o arginina. Para generar mutantes de IL-15, se utilizé la PCR solapante.

Por ejemplo, para generar el Asp de la posicion 8 con la sustitucion de residuos de alanina o asparragina, se utilizé
el vector pNEF38-c264scTCR/hulL15 como molde para amplificar dos fragmentos solapantes de ADNc con el
cebador directo para el fragmento 1

5-TGGTGGACGCGTAACTGGGTGAATG-3'
y con el cebador inverso para el fragmento 1
5-AGATCTTCAATTTTTTTCAAMKHACTTATTACATTCACCCAG-3'
y con el cebador directo para el fragmento 2
5-ACTGGGTGAATGTAATAAGTDMKTTGAAAAAAATTGAAGATC-3'
y con el cebador inverso para el fragmento 2
5-TGGTGGTCTAGATTATCAAGAAGTGTTGATG-3'

mediante PfuUltra (Stratagene) en las siguientes condiciones de PCR: 94°C, 1 min; 66°C, 1,5 min; 72°C 1,5 min; x35
ciclos; 72°C, 10 min. Los productos de ADNc de la PCR de los fragmentos 1 y 2 se separaron mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 1% y se aislaron. El producto de ADNc se purificd de la agarosa con un Kit de
Extraccion en Gel QlAquick (Qiagen). Los productos de ADNc de la PCR de los fragmentos 1 y 2 se fusionaron entre
si mediante PfuUltra (Stratagene) en las siguientes condiciones de PCR: 94°C, 1 min; 66°C, 1,5 min; 72°C 1,5 min;
x10 ciclos. El fragmento de ADNc de la PCR solapante se amplificé con el cebador directo

5-TGGTGGACGCGTAACTGGGTGAATG-3'
y con el cebador inverso
5-TGGTGGTCTAGATTATCAAGAAGTGTTGATG -3'

mediante PfuUltra (Stratagene) en las siguientes condiciones de PCR: 94°C, 1 min; 64°C, 1,5 min; 69°C, 1,5 min;
x30 ciclos; 72°C, 10 min. Los productos de ADNc de la PCR de hulL-15 mutante se separaron mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 1% y se aislaron. El producto de ADNc se purificd de la agarosa con un Kit de
Extraccién en Gel QlAquick (Qiagen). El gen de hulL15 mutante se digiri6 con Mlul y Xbal y se lig6 en pNEF38-
¢c264scTCR-hmt que habia sido digerido con Mlul y Xbal. El clon que contenia el gen de hulL15 de la posicién 8 con
una sustitucion de alanina o asparragina se verific6 mediante secuenciacion de ADN con GenomelLab Dye
termination Cycle Sequencing con un QUICK START KIT (Beckman Coulter) de acuerdo con el protocolo del
fabricante. El vector de expresion pNEF38-c264scTCR se ha descrito anteriormente. La clonacion del fragmento de
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ADN que codificaba la proteina IL-15 humana mutada en el vector pNEF38-c264scTCR dio como resultado un gen
de fusion c264scTCR-hmt-hulL15D8A o c264scTCR-hmt-hulL15D8N que comprendia la secuencia siguiente: 3' -
lider de la cadena ligera de inmunoglobulina - 264 TCR V-a - conector peptidico - 264 TCR V-3 - TCR C- humano -
bisagra de IgG1 humana mutada - IL15D8A humana o -IL15D8N humana. El vector resultante (pPNEF38-c264scTCR-
hmt-hulL15D8A o pNEF38-c264scTCR-hmt-hulL15D8N), mostrado en la Figura 14B, se confirmé mediante
secuenciacion del ADN. Las secuencias del gen de fusion pNEF38-c264scTCR-hmt-hulL15D8A o pNEF38-
¢c264scTCR-hmt-hulL15D8N y de la proteina (incluyendo la secuencia lider) se muestran en la Figura 14C y en la
Figura 14D, respectivamente.

Se introdujeron otras mutaciones de una manera similar y se construy6 un vector de expresion como se ha descrito
anteriormente. Los vectores de expresion se introdujeron en células CHO.K1 para generar transfectantes estables
como se describe en el Ejemplo 9. La produccion y purificacion de las proteinas de fusion de TCR/IL15 y complejos
de proteinas de fusidon que comprenden variantes de IL-15 se llevaron a cabo usando métodos similares a los
descritos en los Ejemplos 10 y 11. La generacion de variantes de IL-15 como citoquinas solubles se puede llevar a
cabo a través de una variedad de métodos conocidos en la técnica, incluyendo la producciéon en sistemas de
expresion procariéticos y eucariéticos (véanse, por ejemplo, el documento W09527722; Hsu et al. 2005 J. Immunol.
175:7226).

Ejemplo 14 - Caracterizacion funcional de las proteinas de fusion y los complejos de proteinas de fusion de
TCR/IL15 y TCR/IL15Ra (Referencial)

La unién funcional del dominio TCR de la proteina de fusion se demostroé basandose en el ELISA y los métodos de
tincion celular utilizando los reactivos de p53 (aa264-272)/HLA-A2.1 descritos en el Ejemplo 9 y los métodos de
tincion de células presentadoras de antigeno descritos en el Ejemplo 12. La capacidad de los dominios de IL15 e
IL15Ra de la proteina de fusién para interaccionar se demostré como se describe en el Ejemplo 11. Adicionalmente
la actividad funcional de los dominios IL15 e IL15Ra se puede evaluar a través de una variedad de métodos,
incluyendo la union a receptores IL-2/15RBy. o la modulacion de la actividad de las células inmunitarias que portan
los receptores de IL-15. En un ejemplo, las células CTLL-2, que expresan IL-15R (cadenas afy.) heterotrimérico, se
incubaron con 0,5 pg de las proteinas de fusion individuales: c264scTCR/hulL15, 264scTCR/hulL15RaSushi, o
complejo de c264scTCR/hulL15 + c264scTCR/hulL15RaSushi durante 30 min a RT. Las células se lavaron una vez
con tampon de lavado (PBS que contenia BSA al 0,5% y azida de sodio al 0,05%) y se tifieron con 0,5 pg de
tetramero de p53 (aa 264-272) conjugado con R-ficoeritrina (PE)/HLA-A2 durante 30 min a RT. Las células se
lavaron y se resuspendieron para su analisis por medio de citometria de flujo. Como se muestra en la Figura 15, la
asociacion de la proteina de fusion de c264scTCR/hulL15 y el complejo de c¢264scTCR/hulL15 +
c264scTCR/hulL15RaSushi a través de sus dominios hulL15 con los receptores de IL-15 sobre las células CTLL-2
se puede detectar con el tetramero de p53 (aa264-272) conjugado con PE/HLA-A2 que reconoce el dominio
c264scTCR de la proteina de fusién unida. Estos resultados indican que los dominios tanto de IL-15 como de TCR
de la proteina de fusion/complejos de proteina de fusion son capaces de interactuar funcionalmente con sus ligandos
cognados.

Ademas, las células CTLL-2 son dependientes de citoquinas para el crecimiento y pueden responder a IL-15
humana recombinante. Se desarrollé6 un andlisis de proliferacion de WST-1 basado en células utilizando células
CTLL-2 para evaluar la actividad biolégica frente a IL-15 de las proteinas de fusion y los complejos de proteinas de
fusion. WST-1 (Roche) es un reactivo que se puede convertir en formazan por las enzimas deshidrogenasas que se
encuentran en las células metabodlicamente activas. En el analisis de WST-1, la cantidad de formazan en el medio de
cultivo medida por la cantidad de absorbancia a 440-450 nm es directamente proporcional al nimero de células
vivas en el cultivo. Las células CTLL-2 (2 x 10%/200 pL) se incubaron con las concentraciones indicadas de las
proteinas de fusion (0-28 ng/ml): c264scTCR/hulL15, complejo de c264scTCR/hulL15 + c264scTCR/hulL15RaSushi
o complejo de c264scTCR/hulL15 + c264scTCR/hulL15RaAE3 durante 3 dias en placas de 96 pocillos a 37°C en
una incubadora con CO.. Las células se incubaron con 10 pl de WST-1 durante 4 horas antes de recoger 100 pl de
medio de cultivo para la medicién de la absorbancia a 440-450 nm con un lector de placas de microtitulacion. Como
se muestra en Figura 16, la proteina de fusion de c264scTCR/hulL15 puede apoyar la proliferaciéon de células CTLL-
2 a una concentracion tan baja como 1,8 ng/ml (~ 31,25 pM), lo que sugiere la activacion de las células CTLL-2 con
la proteina de fusién de c264scTCR/hulL15 a través del receptor de IL15 de alta afinidad. Curiosamente, los
complejos de proteinas de fusién también apoyaron proliferacion de células CTLL-2, pero en un menor grado lo que
sugiere que la actividad estimuladora de c264scTCR/hulL15 era inhibida tras la formacion del complejo con
¢c264scTCR/hulL15RaSushi o ¢264scTCR/hulL15RaAE3 (una vez o cuatro veces, respectivamente). Esto sugiere
que la unién de c264scTCR/hulL15 al receptor de IL15 de alta afinidad es inhibida por las proteinas de fusion de
c264scTCR/hulL5RaSushi o ¢264scTCR/hulL15RaAE3. Estos resultados proporcionan evidencia de que las
proteinas de fusion y los complejos de proteinas de fusion pueden activar o suprimir las respuestas de las células
inmunitarias en diferentes condiciones.

Se llevaron a cabo analisis similares con lineas celulares que expresaban solamente los receptores de IL-15By. de
afinidad intermedia, tales como las lineas celulares 32D (véase mas abajo). En algunos casos, es posible que la
actividad bioldgica de IL15 en la estimulacion de la proliferacion de las células que portan IL-15R sea mejorada
cuando ésta se encuentra en un complejo con el dominio de IL15Ra (1-3). Se evaluara la estimulacion de la
proliferacion celular por los complejos de c264scTCR/hulL15 + c264scTCR/hulL15RaSushi o c264scTCR/hulL15 +
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¢c264scTCR/hulL15RaAE3 y puede proporcionar una evidencia adicional de que los complejos de proteina de fusién
pueden estimular o activar la respuesta inmunitaria de las células inmunitarias.

Ejemplo 15 - Los complejos de proteinas de fusion diméricos de las variantes TCR/IL15RaSushi y TCR/IL15 exhiben
una unién especifica de TCR al complejo de péptido/MHC pero menos unién a los receptores IL-15RByc.
(Referencial)

Los complejos de proteinas de fusion que comprenden variantes de IL-15 descritos anteriormente se caracterizaron
por su capacidad para unirse al antigeno especifico de TCR, p53 (aa264-272)/HLA-A2.1. Para generar células que
presentaban p53 (aa264-272)/HLA-A2.1, se cargaron células T2 positivas para HLA-A2.1 (2 x 10° mL) con péptido
p53 (aa264-272) 20 uM a 37°C en presencia de 1 x PLE (Altor Bioscience) durante 2-3 horas. Las células T2 que no
se incubaron con el péptido y las células 32D que expresaban IL-2/15RByc sirvieron como controles. Las células T2
cargadas con péptido p53, las células T2 de control, o las células 32D (2 x 10°/100 ) se incubaron a continuacion
durante 30 min a 4°C con 320 nM de los siguientes complejos de proteinas de fusion diméricos: 1)
c264scTCR/hulL15 + c264scTCR/hulL15RaSushi, 2) c264scTCR/hulL15D8A + c264scTCR/hulL15RaSushi, y 3)
¢c264scTCR/hulL15D8N + ¢264scTCR/hulL15RaSushi. Estos complejos se generaron incubando 160 nM de proteina
de fusién de c264scTCRhulL15 purificada y 160 nM de proteina de fusion de c264scTCRhulL15RaSushi purificada a
4°C durante 3 horas: Después de la tincion, las células se lavaron una vez con tampén de lavado (PBS que contenia
BSA al 0,5% y azida de sodio al 0,05%) y se tifieron con 0,5 ug de anticuerpo anti-TCR Cf humano monoclonal
biotinilado de raton (BF1) en 100 ul de tampdn de lavado durante 30 minutos a 4°C. Las células se lavaron una vez y
se tifieron con 0,5 yg de estreptavidina conjugada con R-ficoeritrina en 100 pl de tampoén de lavado durante 30
minutos a 4°C. Las células se lavaron y se resuspendieron para su analisis mediante citometria de flujo. Como se
muestra en la Figura 17A, el complejo de c264scTCR/hulL15D8A + c264scTCR/hulL15RaSushi y el complejo de
c264scTCR/hulL15D8N + c264scTCR/hulL15RaSushi exhibieron una actividad equivalente a la del complejo
¢c264scTCR/hulL15 + c264scTCR/hulL15RaSushi para tefir especificamente las células T2 cargadas con péptido
p53. Estos resultados indican que los dominios scTCR multivalentes son completamente funcionales en cada uno de
estos complejos de fusién. Sin embargo, como se muestra en la Figura 17B y la Figura 17C, los complejos de
proteinas de fusion de c264scTCR/hulL15 mutantes mostraron una menor tincién de fondo en las células T2 de
control (Figura 17B) y en las células 32D@ positivas para IL-15RBy. (Figura 17C) que el complejo de proteinas de
fusion de c264scTCR/IL15 de tipologia amplia. Asi, estos complejos de proteinas de fusion que comprenden
variantes de IL-15 (D8A y D8N) no muestran actividad de unién a los receptores IL-15RBy. presentes en las células
32DpB. Se llevaron a cabo estudios similares de union al receptor IL-15RBy. con otras proteinas de fusiéon que
comprendian variantes de IL-15 y se resumen en la Tabla 1. Los resultados indican que las proteinas de fusion y los
complejos de proteinas de fusion de la invencion que comprenden variantes de IL-15 conservan la actividad para
reconocer complejos de péptido/MHC y muestran una actividad de unién menor o mayor de los receptores IL-
15RBYe.

Para confirmar los dominios TCR e IL-15 funcionales de las proteinas de fusién anteriores, se midié la actividad de
union del péptido/MHC e IL-15Ra mediante un analisis ELISA. Las placas de microtitulacién de 96 pocillos se
recubrieron previamente con BF1 20 nM, un anticuerpo anti-TCR CB, o TCR/IL15RaSushi 20 nM en tampén
carbonatado de pH 9,1 (bicarbonato de sodio 35 mM, Na,CO3 17,5 mM, NaCl 50 mM) durante 3 horas a 4C. Las
placas se lavaron con tampén de lavado (imidazol 40 mM, NaCl 150 mM) 4 veces y se bloquearon con BSA-PBS al
1% durante 10 minutos. Se afiadieron las proteinas de fusion indicadas a una concentracién de 0,03 - 4 nM a las
placas y se incubaron a RT durante 30 minutos. Las placas se lavaron cuatro veces. Las proteinas de fusion
capturadas con BF1 se incubaron con 1 pg/ml de tetramero de p53 conjugado con HRP/HLA-A2.1 durante 45
minutos a RT y las proteinas de fusion capturadas con TCR/IL15RaSushi se incubaron con 50 ng/ml de anti-IL-15
humana biotinilada de ratén durante 30 minutos a RT. Después de lavar 4 veces, la placa incubada con anti-IL-15
humana biotinilada de ratén se incubd con 0,25 ug/ml de HRP-estreptavidina durante 15 minutos. Las placas se
lavaron 4 veces y se incubaron con sustrato de peroxidasa ABT durante 1-10 minutos y se desarrollaron para la
medicion de absorbancia a 405 nm con un lector de placas de microtitulacion. Como se muestra en la Figura 18A y
en la Figura 18B, las proteinas de fusion compartieron una actividad de unién especifica de TCR similar para el
tetramero p53/HLA-A2 y una actividad de unién a IL-15 equivalente para IL15RaSushi. Se llevaron a cabo estudios
similares de la union de IL-15Ra con ofras proteinas de fusion que comprendian variantes de IL-15 y se resumen en
la Tabla 1. Los resultados indican que las proteinas de fusion y los complejos de proteinas de fusién de la invencion
que comprenden variantes de IL-15 conservan la actividad para reconocer los complejos de péptido/MHC vy los
receptores IL-15Ra.

Ejemplo 16 - Caracterizacion funcional de las proteinas de fusion y los complejos de proteinas de fusiéon de
TCR/IL15 mutantes. (Referencial)

Como se ha indicado anteriormente, las proteinas de fusidon que comprenden un antagonista o agonista de IL-15
pueden ser Utiles como agentes dirigidos para inhibir o estimular las respuestas mediadas por IL-15 (es decir,
actividad de células T o células NK) en el sitio de la enfermedad. Para determinar la bioactividad frente a IL-15 de
estas proteinas de fusién para afectar a las respuestas inmunitarias, se llevaron a cabo estudios de proliferacion de
celular con células CTLL-2 que expresaban IL-15R (cadenas afyc) de alta afinidad y con células 32DB que
expresaban IL-15R (cadenas By.) de afinidad intermedia. Las células (2 x 10%/200 uL) se incubaron con 0,4-40 nM
de las proteinas de fusion de TCR/IL15 descritas anteriormente durante 3 dias en placas de 96 pocillos a 37°C en
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una incubadora con CO.. Las células se incubaron con 10 pl de WST-1 durante 4 horas antes de recoger 150 pl de
medio de cultivo para la medicién de la absorbancia a 440 nm con un lector de placas de microtitulacién. Como se
muestra en la Figura 19A y en la Figura 19B, la proteina de fusion de c264scTCR/hulL15 que comprende el
dominio IL-15 de tipo salvaje puede apoyar la proliferacion de células CTLL-2 y 32D a una concentracion tan baja
como 40 pM o 1 nM, respectivamente. Curiosamente, la proteina de fusién que comprende una variante de IL15 con
una sustitucion de asparragina a acido aspartico en la posicion 72 con un aminoacido (c264scTCR/hulL15N72D) era
mucho mas activa que la proteina de fusion que comprendia el dominio IL-15 de tipo salvaje al apoyar la
proliferacion de la linea celular 32D, que muestra la actividad bioldgica a una concentracion tan baja como 80 pM
(Figura 19B). En este sentido, la proteina de fusiéon que comprenia la variante de IL-15 (hulL15N72D) mostré una
actividad superagonistica. En un complejo con c264scTCR/IL15RaSushi a wuna razén uno a uno,
c264scTCR/hulL15N72D tenia una capacidad de unién similar a la de c264scTCR/hulL15wt al complejo de
p53/HLA-A2.1 en células T2 (Figura 17A), pero mostré una mayor capacidad de unidn a los receptores IL-15RByc
sobre las células 32D (Figura 17C). En contraste, las proteinas de fusién que comprendian variantes de IL-15 con
sustituciones de la posicion 8 (c264scTCR/hulL15D8N o c264scTCR/hulL15D8A), en la posicion 65
(c264scTCR/hulL15N65A), en la posicion 108 (c264scTCR/hulL15Q108A), o una sustitucion diferente en la posicién
72 (c264scTCR/hulL15N72R) fueron menos activas en el apoyo a la proliferacion de las células tanto CTLL-2 como
32D en comparacion con la proteina de fusién de c264scTCR/hulL15wt (Figura 19A y Figura 19B). Se llevaron a
cabo estudios similares de la actividad proliferativa dependiente de IL-15 con otras proteinas de fusién que
comprendian variantes de IL-15 y se resumen en la Tabla 1. Los datos apoyan la hipétesis de que las mutaciones en
las posiciones 8, 61, 65, 72 y 108 de la proteina IL-15 pueden dar como resultado antagonistas de IL-15 con
disminucion de la unién a IL-15R y poca o ninguna actividad para estimular la respuesta inmunitaria. Los resultados
con las sustituciones en la posicion 72 son inesperados, dado que un mutante (c264scTCR/hulL15N72R) actud
como antagonista de IL-15, mientras que un mutante diferente (c264scTCR/hulL15N72D) mostré un aumento de la
union a IL-15R y mayor actividad en la estimulacion de respuestas inmunitarias.

En una circunstancia tipica, la IL-15 es trans-presentada por IL15Ra sobre la superficie de una célula dendritica a los
receptores IL-15RBy. sobre una célula T de memoria, NKT, o NK para apoyar la supervivencia celular y estimular las
respuestas inmunitarias. Un antagonista debe bloquear la trans-presentacion de IL-15 uniéndose a IL15Ra. Para
evaluar si las proteinas de fusion antagonistas pueden competir con c264scTCR/hulL15wt para bloquear su
actividad para apoyar el crecimiento de células CTLL-2, se incubaron 4 x 10* células CTLL-2 con 0,5 nM de
c264scTCR/hulL15wt en presencia o ausencia de 50 nM (exceso molar de 100 veces) de diversas proteinas de
fusion de c264scTCR/hulL15 mutante a 37°C en una incubadora con CO, durante 24 horas. Las células se
incubaron con 10 pl de WST-1 durante 4 horas antes de recoger 150 ul de medio de cultivo para la medicion de la
absorbancia a 440 nm con un lector de placas de microtitulacion. Como se muestra en la Figura 19C, la capacidad
de c264scTCR/hulL15wt para apoyar la proliferacion de células CTLL-2 fue totalmente bloqueada en presencia de
100 veces mas de ¢c264scTCR/hulL15D8N, ¢264scTCR/hulL15D8A, ¢264scTCR/hulL15D8A/Q108A,
¢c264scTCR/hulL15Q108A, o c264scTCR/hulL15D8N/N6B5A, y se redujo 62% en presencia de la proteina de fusion
de ¢c264scTCR/hulL15N72R. Esto sugirié que estas proteinas de fusion eran los antagonistas de la proteina de
fusion de c264scTCR/IL15. Estos datos indican que las proteinas de fusidon de c264scTCR/hulL15 mutante eran
antagonistas funcionales de la actividad de IL-15, como era de esperar basandose en la capacidad de estas
proteinas para unirse a los receptores IL-15Ra pero no IL-15Rpye.

Se llevaran a cabo estudios similares con otras proteinas de fusién de TCR/IL15 y variantes de IL-15 descritas en la
presente memoria para demostrar la actividad antagoénica y agonistica de IL-15. Como se resume en la Tabla 1, las
sustituciones en las posiciones 8, 61, 65, 72, y 108 de IL-15 muestran la capacidad de afectar a la union de IL-15 a
IL-15R (cadenas Byc). Otras sustituciones en las posiciones 92, 101, y 111 de IL-15 también se evaluaran como
posibles sitios de union para la interaccion con IL-15R. Ademas, las combinaciones de los cambios que incluyen
sustituciones en todos o varios de estos residuos pueden crear los antagonistas o agonistas de IL-15 eficaces.
Incluyendo las moléculas descritas anteriormente, las variantes de IL-15 que se van a evaluar incluyen aquellas con
cambios en la posicion 8 a alanina, asparragina, serina, lisina, treonina, o tirosina; en la posicion 61 a alanina,
asparragina, serina, lisina, treonina, o tirosina; en la posicion 65 a alanina, acido aspartico, o arginina; en la posicion
72 a alanina, acido aspartico, o arginina; y en las posiciones 92, 101, 108, o 111 a alanina o serina.

Ejemplo 17 - Conjugacion célula-célula y redireccionamiento de las células inmunitarias por las proteinas de fusion y
complejos de proteinas de fusion de TCR/IL15 y TCR/IL15Ra. (Referencial)

Para demostrar que las proteinas de fusion o los complejos de proteinas de fusiéon pueden tender puentes entre las
células que portan el receptor de IL-15 con células diana que portan el péptido/MHC, se cargaran células T2 con
péptido p53 (aa264-272) o péptido CMVpp65 (aa495-503) de control y a continuacion se marcaran con dihidroetidio.
Las células CTLL-2 se marcaran con calceina AM y las dos poblaciones de células marcadas se mezclaran y se
incubaran en presencia o ausencia de las proteinas de fusion o los complejos de proteinas de fusion. En ausencia
de los complejos de proteinas de fusion o cuando las células T2 se cargaban con péptido de control, se prevé que
las células permanezcan como dos poblaciones distintas seguin se evalta por citometria de flujo. Sin embargo,
cuando las células T2 se cargan con p53 (aa264-272) y se incuban con las células CTLL-2 en presencia de
proteinas o complejos de fusion, la aparicion de una poblacién de células con doble tinciéon seria indicativa de
conjugacion de las células T2 con las células CTLL-2 a través de las proteinas de fusion o los complejos de
proteinas de fusion.
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Del mismo modo, se pueden llevar a cabo estudios para demostrar que los complejos de proteinas de fusion pueden
tender puentes entre células inmunitarias que portan el receptor de IL-15 y células diana que portan el péptido/MHC
y dirigir la citotoxicidad inmunitaria contra las células diana. Por ejemplo, las células T2 se cargaran con péptido p53
(aa264-272) o péptido CMVpp65 (aa495-503) de control y a continuacién se marcaran con calceina AM. Las células
efectoras inmunitarias que portan receptores de IL-15 (es decir, células NK o células T activadas) se mezclaran en
diferentes proporciones y se incubaran en condiciones adecuadas (es decir 37°C durante 2-4 horas) en presencia o
ausencia del complejo de proteinas de fusion. La citotoxicidad se evaluara basandose en la liberacion de calceina
desde las células diana T2 al medio de cultivo mediante métodos convencionales. La liberaciéon especifica de
calceina-AM se medira o se comparara con el control no especifico de calceina-AM liberada espontaneamente. En
ausencia del complejo de proteinas de fusién o cuando las células T2 se cargaron con el péptido de control, se
esperaban bajos niveles de citotoxicidad para las células diana. Sin embargo, cuando las células T2 se cargan con
p53 (aa264-272) y se incuban con las células efectoras inmunitarias en presencia del complejo de proteinas de
fusion, la lisis especifica de las células T2 seria una indicacidon de que las células efectoras inmunitarias son
redireccionadas contra las células presentadoras del péptido p53 a través del complejo de proteinas de fusion. Se
llevaran a cabo estudios similares con lineas de células tumorales que presentan complejos de p53 (aa264-
272)/HLA-A2.1 como células diana.

Ejemplo 18 - Demostracion in vivo de los efectos antitumorales de agonistas de variantes de IL-15, proteinas de
fusién y complejos de proteinas de fusién de TCR/IL15. (Referencial)

Para determinar si los complejos de proteinas de fusién o agonistas de variantes de IL-15 tienen actividad anti-
tumoral in vivo, se utilizd un modelo de tumor de xenoinjerto experimental. Se han empleado lineas de células
tumorales humanas que expresan complejos de p53 (aa264-272)/HLA-A2.1, tales como melanoma A375,
adenocarcinoma mamario MDA-MB-231, carcinoma pancreatico PANCI, en estudios de eficacia en animales
similares utilizando otras proteinas de fusion basadas en TCR (5-7). Por ejemplo, se inyectaran células de
melanoma humano A375 por via subcutanea en el flanco de ratones carentes de sistema inmunitario y se permitira
que se establezcan los tumores durante tres dias. A los ratones portadores de tumor se les inyectara por via
intravenosa complejo c264scTCR/hulL15 + ¢264scTCR/hulL15RaSushi o un agonista de variante de IL-15 (intervalo
de dosis - 0,1 a 2 mg/kg), o el volumen de dosis equivalente de PBS, diariamente durante cuatro o mas dias.
Durante el estudio, se medira el tamafio del tumor y se calcularan los volumenes del tumor. Se espera que todos los
ratones tratados con PBS desarrollen tumores. La supresion del crecimiento del tumor o la regresion completa del
tumor en algunos o en todos los ratones tratados con el complejo de proteinas de fusion o el agonista de la variante
de IL-15 seria una indicacion de un efecto antitumoral del tratamiento. Programas de dosificacion alternativos, que
incluyen la dosificacion en multiples ciclos también pueden demostrar la eficacia antitumoral de la proteina de fusion
o el agonista de la variante de IL-15. Las lineas de células tumorales que carecen de complejos de p53 (aa264-
272)/HLA-A2.1 (tales como HT-29 o AsPC-1 (5, 9)) se pueden utilizar como controles para el reconocimiento
especifico de antigenos por el dominio c264scTCR del complejo de proteinas de fusiéon. Se podrian utilizar
complejos de proteinas de fusion alternativos que comprendian otros dominios de TCR (es decir, especificos para el
péptido CMVpp65 (aa495-503) (9)) como controles de redireccionamiento no tumoral.

Ademas, se llevaran a cabo estudios de transferencia adoptiva de células en ratones portadores de tumores de
xenoinjertos. Por ejemplo, se aislaran células inmunitarias que portan el receptor de IL-15, tales como esplenocitos
no sometidos a tratamiento previo o activados (o de memoria), células NK o células T, de ratones y se incubaran con
el complejo de c264scTCR/hulL15 + c264scTCR/hulL15RaSushi o una variante de 1L-15 agonistica en condiciones
que permitan la unién a las células. En algunos casos, se utilizaran el complejo de proteinas de fusion o una variante
de IL-15 agonistica para activar las células inmunitarias. Las células activadas con la variante de IL-15 o las células
recubiertas con los complejos de proteina de fusion se transferiran a continuaciéon a ratones carentes de sistema
inmunitario portadores de tumores A375. Los controles incluiran la transferencia de las células inmunitarias no
tratadas, el complejo de proteinas de fusidon solo y PBS. El crecimiento del tumor se controlara y se espera que
todos los ratones tratados con PBS desarrollen tumores. La supresion del crecimiento del tumor o la regresion
completa del tumor en algunos o en todos los ratones tratados con las células activadas con la variante de IL-15 o
las células recubiertas con complejos de proteinas de fusion seria una indicacion de un efecto antitumoral del
tratamiento. Alternativamente, la variante de IL-15 o el complejo de proteinas de fusion y las células inmunitarias se
administraran al mismo tiempo, o por separado en los mismo momentos o en momentos diferentes. Las células
inmunitarias pueden ser autélogas o alogénicas en relacion con el anfitrion portador de un tumor. El numero de
células transferidas y el programa de dosificacion se variaran para evaluar y optimizar la eficacia antitumoral. Como
se ha descrito anteriormente, se emplearan otras lineas tumorales o complejos de proteinas de fusiéon para
determinar el papel del direccionamiento al antigeno en cualquier actividad antitumoral observada.

Ejemplo 19 - El tratamiento in vitro de células inmunitarias con complejos de proteinas de fusién de TCR/IL15:
TCR/IL15Ra seguido de transferencia adoptiva de células proporciona una mejora de la supervivencia en el modelo
animal de tumor por xenoinjerto. (Referencial)

Para demostrar la eficacia anti-tumoral de las células NK de raton alogénicas enriquecidas preincubadas con
complejos de proteinas de fusion de TCR/IL15:TCR/IL15Ra sobre el crecimiento del tumor, se llevd a cabo el
siguiente estudio utilizando células tumorales NSCLC A549A2 humanas en un modelo de metastasis experimental
en ratones carentes de sistema inmunitario.
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A los ratones carentes de sistema inmunitario atimicos (n = 4 por grupo, hembra, 5-6 semanas de edad) se les
inyecto por via |ntravenosa (IV) a través de la vena lateral de la cola la linea de células tumorales NSCLC humana
AB49-A2 a 5 x 10° células/ratén. La linea celular A549-A2 representa un transfectante de la linea parental A549
positiva para p53 que porta un vector que expresa el ADNc de HLA-A2.1 humano.

Los bazos de los ratones A2 (fondo B6) se recogieron y las células NK se aislaron utilizando un kit de aislamiento de
células NK de Miltenyi Biotech, Inc. de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En resumen, se preparé una
suspension de células individuales de esplenocitos mediante homogeneizacion de los bazos a través de un tamiz
metalico (60 de malla) en HBSS. Los glébulos rojos de la sangre se lisaron en tampon de lisis de glébulos rojos ACK.
Las células se incubaran con coctel de biotina-anticuerpo (10 pl para 107 células) durante 10 min a 4-8°C. Se
determind el nimero de leucocitos y se afiadieron 30 pl de tampon (PBS, pH 7,2, BSA al 0,5% y EDTA 2 mM) y 20 pl
de microcuentas anti-biotina por 107 células y la mezcla se incub6 a 4-8°C durante 15 min. Las células se lavaron en
2 ml de tampon y se centrifugaron a 300xg durante 10 min. Las células se resuspendieron en 500 pl de tampon para
cargarlas en la columna MACS. Se recogid el flujo continuo y se determiné la pureza de las células NK utilizando el
analisis FACScan.

Con el fin de activar las células, las células NK (5 x 10°) se cultivaron a 37°C durante la noche en presencia o
ausencia de complejo de proteinas de fusién de c264scTCR/IL15:c264scTCR/IL15Ra, proteina de fusion de TCR-
IL2 o rhlL-2 en matraces T25 en 10 mL de RPMI 1640 con un suplemento de FBS al 10%. El complejo de proteinas
de fusién de c264scTCR/IL15:c264scTCR/IL15Ra y la proteina de fusion de TCR-IL2 se afiadieron a una
concentracion de 0,8 yg/ml y se afadio rhiL-2 a 0,2 pg/ml. Después incubar durante la noche, las células se
recogieron 'y se preincubaron en 05 mg/m de complejo de proteinas de fusion de
¢c264scTCR/IL15:c264scTCR/IL15Ra o proteina de fusion de TCR-IL2 o 0,125 mg/ml de rhIL-2 en 100 pl sobre hielo
durante 30 min. Después de lavar en PBS (1 ml), las células se resuspendieron en PBS a 10 x 10%/mL para la
transferencia adoptiva.

El dia 1, se inyectaron i.v. a los ratones a través de la vena de la cola células tumorales A549A2 (5 x 10°) para
establecer tumores pulmonares. Catorce dias después de la inyeccién de las células tumorales, los ratones se
aleatorizaron y se dividieron en 5 grupos (n = 4). Los ratones se trataron con C|clofosfam|da (CTX) a través de
inyeccion intraperitoneal a una dosis de 200 mg/kg los dias 14 y 21. Las células NK (1 x 10%raton) preincubadas con
diferentes proteinas de fusion o rhlL-2 se inyectaron iv los dias 16 y 22, y los ratones que recibieron PBS sirvieron
como controles. Un resumen del programa de tratamiento es el siguiente:

Grupo CTX Células NK
Dosis Inyeccion Dosis | Inyeccion (1V)
(mg/kg) (IP) (x10°%)

CTX 200 Dias 14, 21 0 Dias 16, 22
CTX + NK/rhIL2 200 Dias 14, 21 1 Dias 16, 22
CTX + NK/MART-1scTCR-IL2 200 Dias 14, 21 1 Dias 16, 22
CTX + NK/c264scTCR-IL2 200 Dias 14, 21 1 Dias 16, 22
CTX + NK/complejo de proteinas de fusion 200 Dias 14, 21 1 Dias 16, 22

c264scTCR/IL15:c264scTCR/IL15Ra

La supervivencia de los ratones portadores de tumores se control6é cada dia. Los ratones moribundos se sacrificaron
y se contaron como muertos. Los ratones que sobrevivieron mas de 100 dias después de la inyeccion del tumor se
consideraron curados.

Las supervivencias medias para los ratones en los grupos de tratamiento con CTX, CTX + NK/rhIL-2, CTX +
NK/MARTIscTCR-IL2, CTX + NK/c264scTCR-IL2 y complejos de proteinas de fusion de
c264scTCR/IL15:c264scTCR/IL15Ra son de 52, 67,5, 64,5, 85,5, y 80 dias, respectivamente (Figura 20). De este
modo, la transferencia adoptiva de las células NK activadas con c264scTCR/IL15:c264scTCR/IL15Ra dio como
resultado un tiempo mas largo de supervivencia media que el observado en los animales portadores de tumor
tratados con quimioterapia solo o con células NK activadas por MARTscTCR-IL2 o rhIL-2 no dirigidos. Los resultados
de este experimento piloto indican que la activacion y el direccionamiento de las células NK de ratéon con
¢c264scTCR/IL15:¢c264scTCR/IL15Ra pueden proporcionar una mayor actividad antitumoral.
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Ejemplo 20 - Mejora de la unién de los complejos de proteinas de fusion de TCR/IL15:TCR/IL15Ra a células
inmunitarias que portan IL-15R como se evidencia por un tiempo de residencia prolongado en la superficie celular.
(Referencial)

El tiempo de residencia en la superficie celular de los complejos de proteinas de fusidn sobre las células portadoras
de IL-15R puede influir en la capacidad de la proteina de fusidon para elegir como diana, o unir mediante puentes
células efectoras con células tumorales especificas de TCR. Para investigar esto, se compararon directamente la
union de las proteinas de fusion de scTCR/IL-15, los complejos de proteinas de fusién de TCR/IL15:TCR/IL15Ra e
IL-15 recombinante a células CTLL-2 que portan receptor IL-15RaByC y células CTLL-2 que portan receptores IL-
15RBYC, células 32D por citometria de flujo. Después de la incubacién con las diversas proteinas, las células se
lavaron y se incubaron en medio a 37°C durante hasta 180 min y el nivel de las proteinas que permanecian en la
superficie celular se detecté con mAb anti-IL-15 marcado con PE. Las comparaciones entre la tincién inicial a tiempo
cero y tiempos posteriores permitieron la determinacion del tiempo de residencia de la superficie celular para cada
una de las proteinas que se unian a IL-15R. El aumento del tiempo de residencia sobre la superficie celular de las
proteinas de fusion de scTCR/IL-15 o los complejos de proteinas de fusion de TCR/IL15:TCR/IL15Ra en
comparacion con IL-15 seria una indicacion de la actividad de unidn al receptor mayor y mas estable.

Ejemplo 21 - Aumento de la vida media in vivo de las proteinas de fusion de TCR/IL15 y los complejos de proteinas
de fusién de TCR/IL15:TCR/IL15Ra en comparacion con IL-15 en ratones. (Referencial)

Se evaluaron los parametros farmacocinéticos de c264scTCR/IL-15, complejo c264scTCR/IL15:c264scTCR/IL15Ra,
IL-15 recombinante o complejo de IL-15:IL-15Ra soluble en la cepa de raton transgénico para HLA-A2.1/Kb. La
presencia del dominio HLA-A2.1, para el cual esta restringido c264scTCR/IL-2, puede influir en la farmacocinética de
esta proteina de fusidn y debe proporcionar una vision "humanizada" mas relevante de la farmacocinética que otras
cepas de raton. A los ratones se les inyectaron por via intravenosa cantidades equivalentes molares de
c264scTCR/IL-15, complejo c264scTCR/IL15:c264scTCR/IL15Ra, IL-15 recombinante o complejo de IL-15:IL-15Ra
soluble y se recogi6 la sangre en varios momentos de 5 minutos a dos semanas después de la inyeccion. Las
concentraciones en suero de las proteinas de fusion se evaluaron utilizando formatos de ELISA, descritos
anteriormente. Las concentraciones de IL-15 se detectaron con un ELISA especifico de IL-15 convencional.

Los parametros farmacocinéticos in vivo de c264scTCR/IL-15, complejo c264scTCR/IL15:c264scTCR/IL15Ra, IL-15
recombinante o complejo de IL-15:IL-15Ra soluble se determinaron utilizando un soporte logico de ajuste de curvas
(p- €j., WinNonlin). Los valores de Cmax elevados, el incremento de la vida media en suero o la disminucion del
aclaramiento para c264scTCR/IL-15 o complejo c264scTCR/IL15:c264scTCR/IL15Ra en comparacién con IL-15
recombinante o complejo de IL-15:IL-15Ra soluble serian una indicacién de que la generacion de la fusion de TCR-
IL15 o del complejo de TCR/IL15:TCR/IL-15Ra proporciona una farmacocinética mas favorable que la observada con
IL-15 sola.

Ejemplo 22 - Demostracion in vivo de los efectos inmunosupresores de antagonistas de variantes de IL-15, proteinas
de fusién y complejos de proteinas de fusion de TCR/IL15

Para determinar si los complejos de proteinas de fusion o los antagonistas de variantes de IL-15 tienen actividad
inmunosupresora in vivo, se utilizé un modelo de artritis autoinmunitaria experimental. Se ha demostrado que la
artritis autoinmunitaria se puede inducir después de la administracion de colageno de tipo Il (Cll) en ratones
transgénicos HLA-DR4 (Rosloniec et al. 1998. J Immunol. 160:2573-8). Adicionalmente, se han caracterizado las
células T especificas de Cll implicadas en la patologia de esta enfermedad. Los genes de TCR de estas células T se
utilizaron para construir vectores de expresion y las lineas celulares anfitrionas adecuados para generar
ClIscTCR/IL15 que comprendian antagonistas de variantes de IL-15 y proteinas de fusion de CliscTCR/IL15RaSushi
como se ha descrito en ejemplos anteriores. Después de la induccién de la artritis mediante administracion de ClI, se
inyectaron intravenosamente a ratones transgénicos HLA-DR4 CliscTCR/IL15-antagonista+complejo
CllscTCR/IL15RaSushi o un antagonista de variante de IL-15 (intervalo de dosificacion - 0,1 a 2 mg/kg), o el
volumen de dosis equivalente de PBS diariamente durante cuatro o mas dias. Durante el estudio, se evaluaron las
articulaciones de la pata del ratén y se evaluaron para determinar el grado de inflamacion en una escala de 0 a 4. Se
espera que todos los ratones tratados con PBS desarrollen artritis. La supresion de la artritis (p. j. disminucion de la
incidencia o la puntuacién clinica) en algunos o todos los ratones tratados con el complejo de proteinas de fusion o
la variante de IL-15 seria una indicacion de un efecto inmunosupresor del tratamiento. Programas de dosificacion
alternativos que incluyen ciclos multiples de dosificacion también pueden demostrar la eficacia inmunosupresora de
la proteina de fusién o la variante de IL-15. Se podrian utilizar complejos de proteinas de fusion alternativos que
comprendieran otros dominios de TCR (esto es especificos para el péptido p53) como controles no dirigidos a la
enfermedad para demostrar la especificidad de la capacidad de las proteinas de fusién de TCR redireccionadas para
dirigir la actividad inmunosupresora al sitio de la enfermedad.
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10

ES 2 642 008 T3

tctgaggcag gagactcage actgtaccte tgtgecagea gtctgtcagg gggcggeaca
gaagttttct ttggtaaagg aaccagactc acagttgtag aggacctgaa caaggtgttc
ccaccegagy tegoetgtgtt tgagecatca gaageagaga totoccacac ccaaaaggec
acactggtgt geoctggocac aggeottette cotgaccacyg tggagetgag ctggtgggtyg
aatgggaagg aggtgcacag tggggtcagc acggacccgce agcccctcaa ggagcagccc
geecctcaatg acteocagata ctgoctgage agecgeoctga gggtctcgge caccttcectgg
cagaaccccce gcaaccactt ccgectgtcaa gtccagttct acgggetctc ggagaatgac
gagtggacce aggataggge caaaccagte acccagateg tcagegecga ggectggggt
agagcagacg ttaacgagcc caaatcttet gacaaaactc acacatctec accgtctcca
acgcgtaact gggtgaatgt aataagtgat ttgaazaaaa ttgaagatct tattcaatct
atgcatattg atgectacttt atatacggaa agtgatgtte accccagttg caaagtaaca
gcaatgaagt gctttctett ggagttacaa gttatttcac ttgagtcecgg agatgcaagt
attcatgata cagtagaaaa tctgatcatc ctagcaaaca acagtttgtce ttctaatggg
aatgtaacag aatctggatg caaagaatgt gaggaactgg aggaaaaaaa tattaaagaa
tttttgecaga gttttgtaca tattgtccaa atgttcatca acacttettg ataa
<210>7
<211> 534
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Construccion sintética
<400>7
Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val lLeu lLeu Leu Trp Val Pro
1 5 10 15
Gly Ser Thr Gly Gln Ser Val Thr Gln Pro Asp Ala Arg Val Thr Val
20 25 30
Ser Glu Gly Ala Ser Leu Gln Leu Arg Cys Lys Tyr Ser Tyr Ser Gly
35 40 45
Thr Pro Tyr Leu Phe Trp Tyr Val Gln Tyr Pr¢ Arg Gln Gly Leu Gln
50 55 60
Leu Leu Leu Lys Tyr Tyr Ser Gly Asp Pro Val val Gln Gly Val Asn
€65 70 75 80
Gly Phe Glu Ala Glu Phe Ser Lys Ser Asn Ser Ser Phe His Leu Arg
B85 90 95
Lys Ala Ser Val His Trp Ser Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys Val Leu
100 105 110
Ser Glu Asp Ser Asn Tyr Gln Leu Ile Trp Gly Ser Gly Thr Lys Leu
115 120 125
Ile Ile Lys Pro Asp Thr Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
130 135 140
Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Ser Ser Asn Ser Lys
145 150 155 160
Val Ile Gln Thr Pro Arg Tyr Leu Val Lys Gly Gln Gly Gln Lys Ala
165 170 175
Lys Met Arg Cys Ile Pro Glu Lys Gly His Pro Val Val Phe Trp Tyr
180 185 180

46

780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1614



10

Gln

Gln

Glu

225

Ala

Gly

Asp

Glu

Thr

305

Lys

Gln

vVal

val

Ala

385

Asp

Ser

Glu

Ser

Leu

465

Asp

Asn

Glu

Met

Gln

Glu

210

Cys

Gly

Thr

Leu

Ala

290

Gly

Glu

Pro

Ser

Gln

370

Lys

Val

Pro

Asp

Asp

450

Glu

Thr

Gly

Lys

Phe
530

<210> 8
<211> 1647
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Construccion sintética

Asn

195

val

Pro

Asp

Glu

Asn

275

Glu

Phe

Val

Ala

Ala

355

Phe

Pro

Asn

Thr

Leu

435

Val

Leu

val

Asn

Asn

515

Ile

Lys

Leu

Ser

Ser

val

260

Lys

Ile

Fhe

His

Leu

340

Thr

Tyr

val

Glu

Arg

420

Ile

His

Gln

Glu

Val

500

Ile

Asn Thr Ser

Asn

Gln

Asn

Ala

245

Phe

Val

Ser

Pro

Ser

325

Asn

Phe

Gly

Thr

Pro

405

Asn

Gln

Pro

Val

Asn

485

Thr

Lys

Asn

Gln

Ser

230

Leu

Phe

Fhe

His

Asp

310

Gly

Asp

Trp

Leu

Gln

350

Lys

Trp

Ser

Ser

Ile

470

Leu

Glu

Glu

Glu

Ile

215

Pro

Tyr

Gly

Pro

Thr

2935

His

Val

Ser

Gln

Ser

375

Ile

Ser

val

Met

Cys

455

Ser

Ile

Ser

Phe

Phe

200

Asp

Cys

Leu

Lys

Pro

280

Gln

val

Ser

Arg

Asn

360

Glu

val

Ser

Asn

Hisg

440

Lys

Leu

Ile

Gly

Leu
520

Lys

Met

Ser

Cys

Gly

265

Glu

Lys

Glu

Thr

Tyr

345

Pro

Asn

Ser

Asp

Val

425

Ile

Val

Glu

Leu

Cys

505

Gln

ES 2 642 008 T3

Phe

Thr

Leu

Ala

250

Thr

Val

Ala

Leu

Asp

330

Cys

Arg

Asp

Ala

Lys

410

Ile

Asp

Thr

Ser

Ala

490

Lys

Ser

Leu

Glu

Glu

235

Ser

Arg

Ala

Thr

Ser

315

Pro

Leu

Asn

Glu

Glu

395

Thr

Ser

Ala

Ala

Gly

475

Asn

Glu

Phe

Ile

Lys

220

Ile

Ser

Leu

Val

Leu

300

Trp

Gln

Ser

His

Trp

380

Ala

His

Asp

Thr

Met

460

Asp

Asn

Cys

Val

47

Asn

205

Arg

Gln

Leu

Thr

Phe

285

Val

Trp

Pro

Ser

Phe

365

Thr

Trp

Thr

Leu

Leu

445

Lys

Ala

Ser

Glu

His
525

Phe

Phe

Ser

Ser

val

270

Glu

Cys

val

Leu

Arg

350

Arg

Gln

Gly

Ser

Lys

430

Tyr

Cys

Ser

Leu

Glu

810

Ile

Gln

Ser

Ser

Gly

255

val

Pro

Leu

Asn

Lys

335

Leu

Cys

Asp

Arg

Pro

415

Lys

Thr

Phe

Ile

Ser

485

Leu

val

Asn

Ala

Glu

240

Gly

Glu

Ser

Ala

Gly

320

Glu

Arg

Gln

Arg

Ala

400

Pro

Ile

Glu

Len

His

480

Ser

Glu

Gln
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15

<400> 8

accaccatgg
accggtcagt
cagctgagat
ccgeggcagyg
gtgaatgget
tetgtgeact
cagttgatct
ggcagcggceg
tcaaaagtca
aggtgtatce
gagtttaaat
gaaaaacgat
tctgaggcag
gaagttttct
ccacccgagg
acactggtgt
aatgggaagg
gccctcaatg
cagaacccce
gagtggaccc
agagcagacg
gtcaagagct
aaagcoggea
tggacaaccc
acagcggeca
tecacaggaa
acagccaaga
cagggccaca

<210>9
<211> 545
<212> PRT

agacagacac
cagtgacgca
gcaagtattc
ggctgcaget
tegaggetga
ggagcgacte
ggggctctygg
gtggtggttc
ttcagactcc
ctgaaaaggg
ttttgattaa
tctctgetga
gagactcagc
ttggtaaagg
tcgectgtgtt
gcctggeccac
aggtgcacag
actccagata
gcaaccactt
aggatagggc
ttaacatcac
acagcttgta
cgtccagect
ccagtctcaa
caacagcagc
ccacagagat
actgggaact
gcgacaccac

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

actcectgtta
gcccgatget
ctactctggg
gctcctcaag
gttcageaag
tgctgtgtac
gaccaagcta
cggtggcegge
aagatatctg
acatccagtt
ctttcagaat
gtgteccttca
actgtacctc
aaccagactc
tgagccatca
aggcttcttc
tggggtcage
ctgcctgage
ccgctgtcaa
caaacccgtc
gtgcectece
ctccagggag
gacggagtge
atgcattaga
tattgtececg
aagcagtcat
cacagcatce
ttgataa

ES 2 642 008 T3

tgggtactge
cgcgtcactg
acaccttatc
tactattcag
agtaactctt
ttectgtgttt
attataaagc
ggttctggeg
gtgaaagggc
gtattectggt
caagaagtte
aactcacctt
tgtgccageca
acagttgtag
gaagcagaga
cctgaccacyg
acggaccage
agccgectga
gtcecagttct
acccagatcg
cccatgtecg
cggtacattt
gtgttgaaca
cccgcagett
ggctcecage
gagtectece
gectececace

tgctetgggt
tctctgaagg
tgttctggta
gagacccagt
ccttecacct
tgagcgagga
cagacactag
gtggeggttc
aaggacaaaa
atcaacaaaa
ttcagecaaat
gcagcctaga
gtctgtcagg
aggacctgaa
tctceccacac
tggagctgag
agccccteaa
gggtctegge
acgggctctco
tcagcgccga
tggaacacgc
gtaactctgg
aggccacgaa
catctcccag
tgatgccttc
acggeacece
agecgecagg

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Construccion sintética

<400> 9

tccaggttce
agcctctctg
tgtccagtac
ggttcaagga
gcggaaagee
tagcaactat
tggtggeggt
ctcgagcaat
agcaaagatg
taagaacaat
agacatgact
aattcagtcc
gggcggcaca
caaggtgttc
ccaaaaggcc
ctggtgggtyg
ggageagece
caccttctgg
ggagaatgac
ggcctggggt
agacatctgg
tttcaagcgt
tgtcgeccac
ctcaaacaac
aaaatcacct
ctetecagaca
tgtgtatcca

Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro

1

5

10

15

Gly Ser Thr Gly Gln Ser Val Thr Gln Pro Asp Ala Arg Val Thr Val
30

20

25

Ser Glu Gly Ala Ser Leu Gln Leu Arg Cys Lys Tyr Ser Tyr Ser Gly
35

40

45

48

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1647



Thr

Leu

65

Gly

Lys

Ser

Ile

Sar

145

Val

Lys

Gln

Gln

Glu

225

Ala

Gly

Asp

Glu

Thr

305

Lys

Gln

Val

Val

Pro

Leu

Phe

Ala

Glu

Ile

130

Gly

Ile

Met

Gln

Glu

210

Cys

Gly

Thr

Leu

Ala

290

Gly

Glu

Pro

Ser

Gln
370

Tyr

Leu

Glu

Ser

Asp

115

Lys

Gly

Gln

Arg

Asn

195

Val

Pro

Asp

Glu

Asn

275

Glu

Phe

Val

Ala

Ala

355

Phe

Leu

Lys

Ala

val

100

Ser

Pro

Gly

Thr

Cys

180

Lys

Leu

Ser

Ser

val

280

Lys

Ile

Phe

His

Leu

340

Thr

Tyr

Phe

Tyr

Glu

His

Asn

Asp

Gly

Pro

165

Tle

Asn

Gln

Asn

Ala

245

Phe

Val

Ser

Pro

Ser

325

Asn

Phe

Gly

Trp

Tyr

70

Fhe

Trp

Iyr

Thr

Ser

150

Arg

Pro

Asn

Gln

Ser

230

Leu

Fhe

Fhe

His

Asp

310

Gly

Asp

Trp

Leu

Tyr

55

Ser

Ser

Ser

Gln

Ser

135

Gly

Tyr

Glu

Glu

Ile

215

Pro

Tyr

Gly

Pro

Thr

235

His

Val

Ser

Gln

Ser
375

Val

Gly

Lys

Asp

Leu

120

Gly

Gly

Leu

Lys

Phe

200

Asp

Cys

Leu

Lys

Pro

280

Gln

val

Ser

Arg

Asn

360

Glu

Gln

Asp

Ser

Ser

105

Ile

Gly

Gly

val

Gly

185

Lys

Mat

Sar

Cys

Gly

265

Glu

Lys

Glu

Thr

Tyr

345

Pro

Asn

ES 2 642 008 T3

Tyr

Pro

Asn

Ala

Trp

Gly

Gly

Lys

170

His

Fhe

Thr

Leu

Ala

250

Thr

Val

Ala

Leu

Asp

330

Cys

Arg

Asp

Pro

Val

75

Ser

Val

Gly

Gly

Ser

155

Gly

Pro

Leu

Glu

Glu

235

Ser

Arg

Ala

Thr

Ser

315

Pro

Leu

Asn

Glu

Arg

60

Val

Ser

Tyr

Ser

Ser

140

Ser

Gln

Val

Ile

Lys

220

Ile

Ser

Leu

Vval

Leu

300

Trp

Gln

Ser

His

Trp
380

49

Gln

Gln

Phe

Phe

Gly

125

Gly

Ser

Gly

val

Asn

205

Arg

Gln

Leu

Thr

Phe

285

val

Trp

Pro

Ser

Phe

365

Thr

Gly

Gly

His

Cys

110

Thr

Gly

Asn

Gln

Phe

190

Phe

Phe

Ser

Ser

Val

270

Glu

Cys

Val

Leu

Arg

350

Arg

Gln

Leu

Val

Leu

vVal

Lys

Gly

Ser

Lys

175

Trp

Gln

Ser

Ser

Gly

255

Val

Pro

Leu

Asn

Lys

335

Leu

Cys

Asp

Gln

Asn

80

Arg

Leu

Leu

Gly

Lys

160

Ala

Tyr

Asn

Ala

Glu

240

Gly

Glu

Ser

Ala

Gly

320

Glu

Arg

Gln

Arg
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15

Ala
385

Lys
Asp Val
Ile Trp

Asn Ser

Pro

Asn

Val

Gly

val Thr

Gln

Ile Val

390

Thr
405

Ile

Lys Ser

420

Phe Lys

435

Val Leu

450

Lys
465

Cys
Ala Thr
Pro

Ser

Gly Thr

Asn

Ile

Thr

Ser

Pro

Lys Ala

Arg Pro

Cys

Tyr

Thr

Ala

Pro Pro

Leu

Ser

Ala
440

Lys

Asn Val

455

Ala Ser

470

Ala Ala

485

Thr
500

Gly

Ser Gln

515

Ala Ser

530

Thr
545

<210> 10
<211> 1410
<212> DNA

His

Gln Pro

<213> Secuencia Artificial

<220>

Ile

Thr

Thr

Pro

Val Pro

Thr Glu

Thr Ala

520
Gly Val
535

ES 2 642 008 T3

Ala Glu

395

Ser

Met
410

Pro Ser

Tyr Ser

425

Arg

Gly Thr Ser

Ala His Trp

Ser
475

Ser Pro

Ser Gln

490

Gly

Ile
505

Ser Ser

Lys Asn Trp

Tyr Pro Gln

Ala Trp

Val Glu

Glu Arg

Gly

His

Tyr

Ala
400

Arg

Ala
415

Asp

Ile Cys

430

Leu
445

Ser

Thr
460

Thr
Ser Asn
Met

Leu

His Glu

Thr

Pro

Asn

Pro

Ser

Glu Cys

Ser Leu

Thr Ala

480

Ser
495

Lys

Ser His

510

Glu Leu

525
Gly His
540

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Construccion sintética

<400> 10

accaccatgg
accggtcagt
cagctgagat
ccgeggcagg
gtgaatggct
tctgtgcact
cagttgatct
ggcagcggcg
tcaaaagtca
aggtgtatce
gagtttaaat
gaaaaacgat
tctgaggcag
gaagttttet
ccacccgagyg
acactggtgt
aatgggaagg
gacctcaatg
cagaacccce
gagtggacce
agagcagacqg
gtcaagagct
aaagceggca
tggacaaccc

<210> 11
<211> 468
<212> PRT

agacagacac
cagtgacgca
gcaagtatte
ggctgcaget
tegaggetga
ggagcgacte
ggggctetgg
gtggtggtte
tteagactee
ctgaaaaggg
ttttgattaa
tctetgetga
gagactcagc
ttggtaaagg
tcgectgtgtt
gcctggccac
aggtgcacag
actccagata
gcaaccactt
aggataggge
ttaacatcac
acagcttgta
cgtececagect
ccagtctcaa

actcctgtta
gcccgatget
ctactctggg
gctecctcaag
gttcagcaag
tgetgtgtac
gaccaagcta
cggtggcgge
aagatatetg
acatccagtt
ctttcagaat
gtgteccttea
actgtacctc
aaccagactc
tgagccatca
aggcttcttc
tggggtcage
ctgecotgage
ccgetgteaa
caaacccgtce
gtgcectece
ctccagggag
gacggagtge
atgcattaga

tgggtactge
cgcgtcactg
acaccttate
tactattcag
agtaactett
ttetgtgttt
attataaage
ggttctggcg
gtgaaaggge
gtattetggt
caagaagttc
aactcacctt
tgtgccageca
acagttgtag
gaagcagaga
cctgaccacg
acggacccge
ageegectga
gtcecagttcet
acccagatcg
cccatgteocg
cggtacattt
gtgttgaaca

tgctetgggt
tcteotgaagg
tgttotggta
gagacccagt
ccttocacct
tgagcgagga
cagacactag
gtggcggttc
aaggacaaaa
atcaacaaaa
ttcagcaaat
gcagcctaga
gtctgtcagg
aggacctgaa
tcteccacac
tggagctgag
agcceoctcaa
gggtctcgge
acgggctetc
tcagecgeega
tggaacacge
gtaactctgg
aggeccacgaa

50

Thr

Ser

Ala Ser

Asp Thr

tccaggttce
agcctctctg
tgtccagtac
ggttcaagga
goggaaagec
tagcaactat
tggtggeggt
ctcgagcaat
agcaaagatg
taagaacaat
agacatgact
aattecagtce
gggcggcaca
caaggtgttc
ccaaaaggcc
ctggtgggtyg
ggagcagccc
caccttetgg
ggagaatgac
ggectggggt
agacatctgg
tttcaagcgt
tgtegeccac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1410
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Construccion sintética

<400> 11
Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu
1 5 10

Gly Ser Thr Gly Gln Ser Val Thr Gln Pro Asp Ala Arg
20 25

Ser Glu Gly Ala Ser Leu Gln Leu Arg Cys Lys Tyr Ser
35 40 45

Thr Pro Tyr Leu Phe Trp Tyr Val Gln Tyr Pro Arg Gln
50 55 60

Leu Leu ILeu Lys Tyr Tyr Ser Gly Asp Pro Val Val Gln
65 70 75

Gly Phe Glu Ala Glu Phe Ser Lys Ser Asn Ser Ser Phe
85 90

Lys Ala Ser Val His Trp Ser Agp Ser Ala Val Tyr Phe
100 105

Ser Glu Asp Ser Asn Tyr Gln Leu Ile Trp Gly Ser Gly
115 120 125

Ile Ile lLys Pro Asp Thr Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
130 135 140

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Ser Ser
145 150 155

Val Ile Gln Thr Pro Arg Tyr Leu Val Lys Gly Gln Gly
165 170

Lys Met Arg Cys Ile Pro Glu Lys Gly His Pro Val Val
180 185

Gln Gln Asn Lys Asn Asn Glu Phe Lys Phe Leu Ile Asn
195 200 205

Gln Glu Val Leu Gln Gln Ile Asp Met Thr Glu Lys Arg
2140 215 220

Glu Cys Pro Ser Asn Ser Pro Cys Ser Leu Glu Ile Gln
225 230 235

Ala Gly Asp Ser Ala Leu Tyr Leu Cys Ala Ser Ser Leu

51

Trp

Val

Tyr

Gly

Gly

His

Cys

110

Thr

Gly

Asn

Gln

Phe

120

Fhe

Phe

Ser

Ser

val

15

Thr

Ser

Leu

Val

Leu

95

Val

Lys

Gly

Ser

Lys

175

Trp

Gln

Ser

Ser

Gly

Pro

Vval

Gly

Gln

Asn

80

Arg

Leu

Leu

Gly

Lys

160

Ala

Tyr

Asn

Ala

Glu

240

Gly



10

Gly Thr

Agp Leu

Glu

Asn

245

val Phe
260

Lys Val

275

Glu Ala

290

Thr
305

Gly
Lys Glu
Gln

Pro

Val Ser

Glu

Phe

Val

Ala

Ala

Ile Ser

Phe Pro

Phe

Phe

His

Asp

Gly Lys

Pro
280

Pro

Thr
295

Gln

His Val

310

Ser
325

His

Leu Asn

340

Thr Phe

355

Val Gln

370

Ala
385

Lys
Asp Val
Ile Trp

Asn Ser

Phe

Pro

Asn

Val

Gly

Tyr Gly

val Thr

Gly

Asp

Trp

Leu

Gln

Val Ser

Ser Arg

Gln Asn

360
Ser Glu
375

Ile vVal

380

Ile Thr

405
Lys Ser
420

Phe Lys

435

val Leu

450

Lys
465

Cys

<210> 12
<211> 1467
<212> DNA

Asn

Ile

Lys Ala

Arg

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Cys

Tyr

Arg

Thr

Pro Pro

Leu

Ser

Ala
440

Lys

Asn Vval

455

ES 2 642 008 T3

250

Gly Thr

265

Arg

Glu Val Ala

Lys Ala Thr

Glu Ser

315

Leu

Thr Asp Pro

330
Tyr Leu
345

Cys

Pro Arg Asn

Asn Asp Glu

Ala Glu

395

Ser

Met
410

Pro Ser

Tyr Ser

425

Arg

Gly Thr Ser

Ala His Trp

Leu Thr

val

255

val Glu

270

Val Phe

285
Leu Val
300

Trp Trp

Gln

Pro

Ser Ser

Glu

Cys

Val

Leu

Arg

Pro Ser

Leu Ala

Asn Gly

320
Lys Glu
335

Leu Arg

350

Phe
365

His

Trp Thr

380

Ala Trp

Val Glu

Glu Arg

Arg

Gln

Gly

His

Tyr

Cys Gln

Asp Arg

Ala
400

Ala
415

Asp

Ile Cys

430

Leu
445

Ser

Thr
460

Thr

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Construccion sintética

<400> 12

accaccatgyg
accggtcagt
cagctgagat
ccgcggcagyg
gtgaatgget
tctgtgeact
cagttgatet
ggcagcggcyg

agacagacac
cagtgacgca
gcaagtattc
ggctgecaget
tegaggetga
ggagcgactc
ggggctetgg
gtggtggttc

actcctgtta
gcccogatget
ctactctggg
gctectcaag
gttcagcaag
tgctgtgtac
gaccaagcta
cggtggegge

tgggtactgc
cgcgtcactg
acaccttatc
tactattcag
agtaactectt
ttctgtgttt
attataaagc
ggttctggeg

tgctctgggt
tctctgaagg
tgttctggta
gagacccagt
ccttceccacet
tgagcgagga
cagacactag
gtggeggtte

52

Thr

Pro

Glu Cys

Ser Leu

tccaggttce
agcctctetg
tgtccagtac
ggttcaagga
goggaaagaec
tagcaactat
tggtggeggt
ctcgagcaat

60

120
180
240
300
360
420
480



10

tcaaaagtca
aggtgtatcc
gagtttaaat
gaaaaacgat
tcetgaggeag
gaagttttct
ccacccgagg
acactggtgt
aatgggaagyg
gccctcaatg
cagaacccce
gagtggacce
agagcagacqg
acgcgtatca
tacagettgt
acgtccagee
cccagtetca

<210> 13
<211> 485
<212> PRT

ttcagactece
ctgaaaaggg
ttttgattaa
tctectgetga
gagactcage
ttggtaaagg
tcgetgtgtt
gcctggecac
aggtgcacag
actccagata
gcaaccactt
aggatagggc
ttaacgagee
cgtgecctec
actccaggga
tgacggagtg
aatgcattag

<213> Secuencia Artificial

<220>

aagatatctg
acatccagtt
ctttcoagaat
gtgtccttea
actgtaccte
aaccagactc
tgagccatca
aggcttcttc
tggggtcage
ctgcctgage
ccgctgtcaa
caaacccgtc
caaatettet
coeccatgtece
geggtacatt
cgtgttgaac
atgataa

ES 2 642 008 T3

gtgaaaggge
gtattctggt
caagaagtte
aactcacctt
tgtgocagea
acagttgtag
gaagcagaga
cctgaccacg
acggacccge
agccgoctga
gtccagttct
acccagatcg
gacaaaacte
gtggaacacg
tgtaactctg
aaggceacga

aaggacaaaa
atcaacaaaa
titcagcaaat
gcagcctaga
gtetgtcagg
aggacctgaa
tctcccacac
tggagctgag
agcccectcaa
gggtctcgge
acgggctctc
tcagcgeecga
acacatctece
cagacatctg
gtttcaageg
atgtcgeeca

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Construccion sintética

<400> 13

Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp

1

Gly Ser

Ser Glu

Thr

Gly

5

Gly
20

Gln

Ala Ser

35

Thr Pro

50

Leu Leu

Gly Phe
Lys Ala

Ser Glu

Tyr

Leu

Glu

Ser

Asp

Leu Phe

Lys Tvr

Ala Glu

85

Val
100

His

Ser Asn

115

Ile Ile

130

Ser
145

Gly
Val Ile

Lys Met

Lys

Gly

Gln

Arg

Pro Asp

Gly Gly

Ser

Leu

Trp

Tvyr

70

Phe

Trp

Tyr

Thr

Ser

Val Thr

Gln Leu

40
Tyr Val
55

Ser Gly

Ser Lys

Ser Asp

Gln Leu

120

Ser
135

Gly

Gly Gly

150

Thr Pro

165

Cys Ile

Arg

Fro

Tyr Leu

Glu Lys

val Leu
10

Gln
25

Pro Asp

Arg Cys Lys

Gln Tyr Pro

val
75

Asp Pro

Asn Ser

90

Ser

Ser Ala Val

105
Ile

Trp Gly

Gly Gly Gly

Ser
155

Gly Gly

Val Lys

170

Gly

Gly His Pro

Leu Leu

Ala Arg

Trp

Val

agcaaagatg
taagaacaat
agacatgact
aattcagtcc
gggeggcaca
caaggtgttce
ccaaaaggcc
ctggtgggtg
ggagecagecce
caccttctgg
ggagaatgac
ggcctggggt
accgteteoca
ggtcaagagce
taaageccgge
ctggacaacc

val
15

Pro

Thr Val

30

Ser
45

Tyr

Arg Gln

60

val Gln

Phe

Ser

Tyr Phe

Tyr

Gly

Gly

His

Cys

Ser Gly

Leu Gln
val

Asn

Leu
95

Arg

Val Leu

110

Ser Gly

125

Ser
140

Gly
Ser Ser
Gln Gly

val val

53

Thr

Gly

Asn

Gln

Phe

Lys Leu

Gly Gly

Ser Lys

160
Lys Ala
175

Trp Tyr

540
600
660
720
780
840
9200
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1467



10

ES 2 642 008 T3

180 185

Gln Gln Asn Lys Asn Asn Glu Phe Lys Phe Leu Ile Asn
195 200 205

Gln Glu Val Leu Gln Gln Ile Asp Met Thr Glu Lys Arg
210 215 220

Glu Cys Pro Ser Asn Ser Pro Cys Ser Leu Glu Ile Gln
225 230 235

Ala Gly Asp Ser Ala Leu Tyr Leu Cys Ala Ser Ser Leu
245 250

Gly Thr Glu Val Phe Phe Gly Lys Gly Thr Arg Leu Thr
260 265

Asp Leu Asn Lys Val Phe Prc Pro Glu val Ala val Phe
275 280 285

Glu Ala Glu Ile Ser His Thr Gln Lys Ala Thr Leu Val
290 295 300

Thr Gly Phe Phe Pro Asp His Val Glu Leu Ser Trp Trp
305 310 315

Lys Glu Val Hig Ser Gly Val Ser Thr Asp Pro Gln Pro
325 330

Gln Pro Ala Leu Asn Asp Ser Arg Tyr Cys Leu Ser Ser
340 345

Val Ser Ala Thr Phe Trp Gln Asn Pro Arg Asn His Phe
355 360 365

Val Gln Phe Tyr Gly Leu Ser Glu Asn Asp Glu Trp Thr
370 375 380

Ala Lys Pro Val Thr Gln Ile Val Ser Ala Glu Ala Trp
385 390 398

Asp Val Asn Glu Pro Lys Ser Ser Asp Lys Thr His Thr
405 410

Ser Pro Thr Arg Ile Thr Cys Pro Pro Pro Met Ser Val
420 425

Asp Ile Trp Val Lys Ser Tyr Ser Leu Tyr Ser Arg Glu
435 440 445

Cys Asn Ser Gly Phe Lys Arg Lys Ala Gly Thr Ser Ser
450 455 460

Cys Val ILeu Asn Lys Ala Thr Asn Val Ala His Trp Thr
465 470 475

Leu Lys Cys Ile Arg
485

<210> 14
<211> 1614

<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Construccion sintética

<400> 14

54

150

Phe

Phe

Ser

Ser

Val

270

Glu

Cys

Vval

Leu

Arg

350

Arg

Gln

Gly

Ser

Glu

430

Arg

Leu

Thr

Gln

Ser

Ser

Gly

255

Val

Pre

Leu

Asn

Lys

335

Leu

Cys

Asp

Arg

Bro

415

His

Tyr

Thr

Pro

Asn

Ala

Glu

240

Gly

Glu

Ser

Ala

Gly

320

Glu

Arg

Gln

Arg

Ala

400

Pro

Ala

Ile

Glu

Ser
480



10

15

accaccatgg
accggtcagt
cagctgagat
ccgeggcagyg
gtgaatgget
tetgtgeact
cagttgatct
ggcagcggeg
tcaaaagtca
aggtgtatcc
gagtttaaat
gaaaaacgat
tetgaggecag
gaagttttct
ccaccegagyg
acactggtgt
aatgggaagg
gecctcaatg
cagaacccce
gagtggacce
agagcagacyg
acgcgtaact
atgcatattg
gcaatgaagt
attcatgata
aatgtaacaqg
tttttgeaga

<210> 15
<211> 1614
<212> DNA

agacagacac
cagtgacgca
gcaagtatte
ggctgcagcet
tcgaggetga
ggagcgacte
ggggctetgg
gtggtggttce
ttcagactece
ctgaaaaggg
ttttgattaa
tetotgetga
gagactcage
ttggtaaagg
tegetgtgtt
gocctggecac
aggtgcacag
actccagata
gcaaccactt
aggatagggce
ttaacgagee
gggtgaatgt
atgctacttt
gctttetett
cagtagaaaa
aatctggatg
gttttgtaca

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

actcetgtta
gcccgatget
ctactctggg
gctcctcaag
gttcagcaag
tgetgtgtac
gaccaagcta
cggtggegge
aagatatctg
acatccagtt
ctttcagaat
gtgteettea
actgtaccte
aaccagactc
tgagccatca
aggcttctte
tggggtcage
ctgecctgage
cegetgtcoaa
caaaccegte
caaatcttct
aataagtgct
atatacggaa
ggagttacaa
tctgatcate
caaagaatgt
tattgtccaa

ES 2 642 008 T3

tgggtactge
cgcgtcactg
acaccttate
tactattcag
agtaactctt
ttoetgtgttt
attataaage
ggttctggeg
gtgaaaggge
gtattctggt
caagaagtte
aactcacctt
tgtgeecagea
acagttgtag
gaagcagaga
cctgaccacg
acggacccge
agcegectga
gtecagttet
acccagateg
gacaaaacte
ttgaaaaaaa
agtgatgtte
gttatttecac
ctagcaaaca
gaggaactgg
atgttecatca

tgctetgggt
tctctgaagg
tgttetggta
gagacccagt
ccttecacct
tgagegagga
cagacactag
gtggcggtte
aaggacaaaa
atcaacaaaa
ttcagcaaat
gcagcactaga
gtctgtcagg
aggacctgaa
tcteccacac
tggagctgag
agcecccteoaa
gggtctegge
acgggetcte
tcagegoega
acacatctce
ttgaagatct
accecagttg
ttgagtcegg
acagtttgte
aggaaaaaaa
acacttcttg

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Construccion sintética

<400> 15

accaccatgg
accggtcagt
cagctgagat
cegeggeagyg
gtgaatggct
tctgtgcact
cagttgatct
ggcagcggceg
tcaaaagtca
aggtgtatcc
gagtttaaat
gaaaaacgat
tctgaggcag
gaagttttct
ccacccgagg
acactggtgt
aatgggaagg
gcectcaatg
cagaacccce
gagtggacce
agagcagacg
acgcgtaact
atgeatattg
gcaatgaagt
attcatgata
aatgtaacag
tttttgcaga

<210> 16
<211> 534
<212> PRT

agacagacac
cagtgacgca
gcaagtatte
ggcetgeaget
tcgaggectga
ggagcgacktce
ggggctetgg
gtggtggtte
ttcagactce
ctgaaaaggg
ttttgattaa
tctetgetga
gagactcagc
ttggtaaagg
tegetgtgtt
gcctggocac
aggtgcacag
actccagata
gcaaccactt
aggataggge
ttaacgagcce
gggtgaatgt
atgctacttt
gectttetett
cagtagaaaa
aatctggatg
gttttgtaca

<213> Secuencia Artificial

actcetgtta
gcccgatget
ctactetggg
gctecteoaag
gttcagcaag
tgctgtgtac
gaccaagceta
cggtggegge
aagatatctg
acatccagtt
ctttcagaat
gtgteccttea
actgtacctc
aaccagactc
tgagccatca
aggcttette
tggggtecage
ctgecctgage
cegetgtcaa
caaacccgte
caaatcttct
aataagtaat
atatacggaa
ggagttacaa
tctgatcate
caaagaatgt
tattgteccaa

tgggtactge
cgcgtcactg
acaccttate
tactattcag
agtaactctt
ttctgtgttt
attataaage
ggttctggeg
gtgaaaggge
gtattctggt
caagaagttc
aactcacctt
tgtgeccagea
acagttgtag
gaagcagaga
cctgaccacg
acggacccge
ageccgectga
gteccagttet
acccagatcg
gacaaaactc
ttgaaaaaaa
agtgatgtte
gttatttcac
ctagcaaaca
gaggaactgg
atgttcateca

tgctetgggt
tctectgaagg
tgtteotggta
gagacccagt
ccttccacct
tgagcgagga
cagacactag
gtggeggtte
aaggacaaaa
atcaacaaaa
ttcagcaaat
gcagcectaga
gtctgtcagg
aggacctgaa
tctoccacac
tggagctgag
agcccctcaa
gggtctcgge
acgggctcte
tcagegecga
acacatctcc
ttgaagatct
accccagttg
ttgagtccgg
acagtttgtc
aggaaaaaaa
acacttcttg

55

tccaggttce
agcctctctg
tgtcecagtac
ggttcaagga
gcggaaagcc
tagcaactat
tggtggeggt
ctcgagcaat
agcaaagatg
taagaacaat
agacatgact
aattcagtce
gggcggcaca
caaggtgttc
ccaaaaggcc
ctggtgggtg
ggagecagece
caccttetgg
ggagaatgac
ggcctgaggt
accgtcteca
tattecaatct
caaagtaaca
agatgcaagt
tteotaatggg
tattaaagaa
ataa

tccaggttce
agcctctctg
tgtccagtac
ggttcaagga
gcggaaagcco
tagcaactat
tggtggcggt
ctogagcaat
agcaaagatg
taagaacaat
agacatgact
aattecagtcece
gggcggcaca
caaggtgttc
ccaaaaggcc
ctggtgggtyg
ggagcagccc
caccttetgg
ggagaatgac
ggcctggggt
accgtctecca
tattcaatct
caaagtaaca
agatgcaagt
ttctaatggg
tattaaagaa
ataa

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
1614

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
6€0
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1614



<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Construccion sintética

<400> 16

ES 2 642 008 T3

Met Glu Thr Agsp Thr Leu Leu Leu Trp Val

1
Gly Ser Thr
Ser Glu Gly
35

Thr Pro Tyr
50

Leu Leu Leu
65

Gly Phe Glu

Lys Ala Ser

Ser Glu Asp

115

Ile Ile Lys
130

Ser Gly Gly
145

Val Ile Gln

Lys Met Arg

Gln Gln Asn
195

Gln Glu val
210

Gly

20

Ala

Leu

Lys

Ala

val

100

Ser

Pro

Gly

Thr

Cys

180

Lys

Leu

5

Gln

Ser

Phe

Tyr

Glu

85

His

Asn

Asp

Gly

Pro

165

Ile

Asn

Gln

Ser

Leu

Trp

Tyr

70

Phe

Trp

Tyr

Thr

Ser

150

Arg

Pro

Asn

Gln

Val

Gln

Tyr

55

Ser

Ser

Ser

Gln

Ser

135

Gly

Tyr

Glu

Glu

Ile
215

Thr

Leu

40

Val

Gly

Lys

Asp

Leu

120

Gly

Gly

Leu

Lys

Phe

200

Asp

Gln

25

Arg

Gln

Asp

Ser

Ser

105

Tle

Gly

Gly

Val

Gly

185

Lys

Met

10

Pro

Cys

Tyr

Pro

Asn

90

Ala

Trp

Gly

Gly

Lys

170

His

Phe

Thr

Leu

Asp

Lys

Pro

val

75

Ser

val

Gly

Gly

Ser

155

Gly

Pro

Leu

Glu

Leu

Ala

Tyr

Arg

60

val

Ser

Tyr

Ser

Ser

140

Ser

Gln

val

Ile

Lys
220

56

Leu

Arg

Ser

45

Gln

Gln

Phe

Phe

Gly

125

Gly

Ser

Gly

val

Asn

205

Arg

Trp

Val

Tyr

Gly

Gly

His

Cys

110

Thr

Gly

Asn

Gln

Phe

150

Phe

Phe

val

15

Thr

Ser

Leu

val

Leu

95

val

Lys

Gly

Ser

Lys

175

Trp

Gln

Ser

Pro

Val

Gly

Gln

Asn

80

Arg

Leu

Leu

Gly

Lys

160

Ala

Tyr

Asn

Ala



10

ES 2 642 008 T3

Glu Cys Pro Ser Asn Ser Pro Cys Ser Leu Glu Ile
225 230 235

Ala Gly Asp Ser Ala Leu Tyr Leu Cys Ala Ser Ser
245 250

Gly Thr Glu Val Phe Phe Gly Lysg Gly Thr Arg Leu
260 265

Asp Leu Asn Lys Val Phe Pro Pro Glu Val Ala val
275 280

Glu Ala Glu Ile Ser His Thr Gln Lys Ala Thr Leu
290 295 300

Thr Gly Phe Phe Pro Asp His Val Glu Leu Ser Trp
305 310 315

Lys Glu Val His Ser Gly Val Ser Thr Asp Pro Gln
325 330

Gln Pro Ala Leu Asn Asp Ser Arg Tyr Cys Leu Ser
340 345

Val Ser Ala Thr Phe Trp Gln Asn Pro Arg Asn His
355 360

Val Gln Phe Tyr Gly Leu Ser Glu Asn Asp Glu Trp
370 375 380

Ala Lys Pro Val Thr Gln Ile Val Ser Ala Glu Ala
385 390 395

Asp Val Asn Glu Pro Lys Ser Ser Asp Lys Thr His
405 410

Ser Pro Thr Arg Asn Trp Val Asn Val Ile Ser Ala
420 425

Glu Asp Leu Ile Gln Ser Met His Ile Asp Ala Thr
435 440

Ser Asp Val His Pro Ser Cys Lys Val Thr Ala Met
450 455 460

Leu Glu Leu Gln Val Ile Ser Leu Glu Ser Gly Asp
465 470 475

Asp Thr Val Glu Asn Leu Ile Ile Leu Ala Asn Asn
485 490

Asn Gly Asn Val Thr Glu Ser Gly Cys Lys Glu Cys
500 505

Glu Lys Asn Ile Lys Glu Phe Leu Gln Ser Phe Val
515 520

Met Phe Ile Asn Thr Ser
530

<210> 17

<211> 534

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Construccion sintética

<400> 17

57

Gln

Leu

Thr

Phe

285

Val

Trp

Pro

Ser

Phe

365

Thr

Trp

Thr

Leu

Leu

445

Lys

Ala

Ser

Glu

His
525

Ser

Ser

Val

270

Glu

Cys

Val

Leu

Arg

350

Arg

Gln

Gly

Ser

Lys

430

Tyr

Cys

Ser

Leu

Glu

510

Ile

Ser

Gly

255

Val

Pro

Leu

Asn

Lys

335

Leu

Cys

Asp

Arg

Pro

415

Lys

Thr

Phe

Ile

Ser

495

Leu

Val

Glu

240

Gly

Glu

Ser

Ala

Gly

320

Glu

Arg

Gln

Arg

Ala

400

Pro

Ile

Glu

Leu

His

480

Ser

Glu

Gln



Met

Gly

Ser

Thr

Leu

65

Gly

Lys

Ser

Ile

Ser

145

val

Lys

Gln

Gln

Glu

225

Ala

Gly

Asp

Glu

Ser

Glu

Pro

50

Leu

Phe

Ala

Glu

Ile

130

Gly

Ile

Met

Gln

Glu

210

Cys

Gly

Thr

Leu

Thr

Thr

Gly

35

Tyr

Leu

Glu

Ser

Asp

115

Lys

Gly

Gln

Asn

195

val

Pro

Asp

Glu

Asn
275

Asp

Gly

20

Ala

Leu

Lys

Ala

Val

100

Ser

Pro

Gly

Thr

Cys

180

Lys

Leu

Ser

Ser

Val

260

Lys

Thr

Gln

Ser

Phe

Tyr

Glu

85

His

Asn

Asp

Gly

Pro

165

Ile

Asn

Gln

Asn

Ala

245

Phe

val

Leu

Ser

Leu

Tre

Tyr

70

Phe

Trp

Tyr

Thr

Ser

150

Arg

Pro

Asn

Gln

Ser

230

Leu

Fhe

Fhe

Leu

Val

Gln

Tyr

55

Ser

Ser

Ser

Gln

Ser

135

Gly

Tyr

Glu

Glu

Ile

215

Pro

Tyr

Gly

Pro

Leu

Thr

Leu

40

Val

Gly

Lys

Asp

Leu

120

Gly

Gly

Leu

Lys

Phe

200

Asp

Cys

Leu

Lys

Pro
280

ES 2 642 008 T3

Trp

Gln

Arg

Gln

Asp

Ser

Ser

105

Ile

Gly

Gly

Val

Gly

185

Lys

Met

Ser

Cys

Gly

265

Glu

val

10

Pro

Cys

Tyr

Pro

Asn

Ala

Trp

Gly

Gly

Lys

170

His

Phe

Thr

Leu

Ala

250

Thr

val

Leu

Asp

Lys

Pro

val

75

Ser

Val

Gly

Gly

Ser

155

Gly

Pro

Leu

Glu

Glu

235

Ser

Arg

Ala

Leu

Ala

Tyr

Arg

60

val

Ser

Tyr

Ser

Ser

140

Ser

Gln

val

Ile

Lys

220

Ile

Ser

Leu

val

58

Leu

Arg

Ser

45

Gln

Gln

Phe

Phe

Gly

125

Gly

Ser

Gly

val

Asn

205

Arg

Gln

Leu

Thr

Phe
285

Trp

Val

Tyr

Gly

Gly

His

Cys

110

Thr

Gly

Asn

Gln

Phe

150

Phe

Phe

Ser

Ser

Val

270

Glu

val

15

Thr

Ser

Leu

val

Leu

95

val

Lys

Gly

Ser

Lys

175

Trp

Gln

Ser

Ser

Gly

255

Val

Pro

Pro

Val

Gly

Gln

Asn

80

Arg

Leu

Leu

Gly

Lys

160

Ala

Tyr

Asn

Ala

Glu

240

Gly

Glu

Ser



10

15

20

ES 2 642 008 T3

Glu Ala Glu Ile Ser His Thr Gln Lys Ala Thr Leu
290 295 300

Thr Gly Phe Phe Pro Asp His Val Glu Leu Ser Trp
305 310 315

Lys Glu Val His Ser Gly Val Ser Thr Asp Pro Gln
325 330

Gln Pro Ala Leu Asn Agp Ser Arg Tyr Cys Leu Ser
340 345

Val Ser Ala Thr Phe Trp Gln Asn Pro Arg Asn His
355 360

Val Gln Phe Tyr Gly Leu Ser Glu Asn Asp Glu Trp
370 375 380

Ala Lys Pro Val Thr Gln Ile Val Ser Ala Glu Ala
385 390 395

Asp Val Asn Glu Pro Lys Ser Ser Asp Lys Thr His
405 419

Ser Pro Thr Arg Asn Trp Val Asn Val Ile Ser Asn
420 425

Glu Asp Leu Ile Gln Ser Met His Ile Asp Ala Thr
435 440

Ser Asp Val His Pro Ser Cys Lys Val Thr Ala Met
450 455 460

Leu Glu Leu Gln Val Ile Ser Leu Glu Ser Gly Asp
465 470 475

Asp Thr Val Glu Asn Leu Ile Ile Leu Ala Asn Asn
485 490

Asn Gly Asn Val Thr Glu Ser Gly Cys Lys Glu Cys
500 505

Glu Lys Asn Ile Lys Glu Phe Leu Gln Ser Phe Val
515 520

Met Phe Ile Asn Thr Ser
530

<210> 18

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 18
Ala Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly
1 5 10

<210> 19

<211> 23

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 19
caccttgcca tagccagctc ttc 23

59

Val

Trp

Pro

Ser

Phe

365

Thr

Trp

Thr

Len

Leun

445

Lys

Ala

Ser

Glu

His
525

Cys

val

Leu

Arg

350

Arg

Gln

Gly

Ser

Lys

430

Tyr

Cys

Ser

Leu

Glu

510

Ile

Leu

Asn

Lys

335

Leu

Cys

Asp

Arg

Pro

415

Lys

Thr

Phe

Ile

Ser

495

Leu

val

Ala

Gly

320

Glu

Arg

Gln

Arg

Ala

400

Pro

Ile

Glu

Leu

His

480

Ser

Glu

Gln
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<210> 20

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 20
gtctaagcag cagagtgatg tttg 24

<210> 21

<211> 30

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 21
tggttaacaa ctgggtgaat gtaataagtg 30

<210> 22

<211> 36

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 22
acgcgtttat caagaagtgt tgatgaacat ttggac 36

<210> 23

<211> 28

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 23
tggtgggtta acgagcccaa atcttctg 28

<210> 24

<211> 29

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 24
attattacgc gttggagacg gtggagatg 29

<210> 25

<211> 32

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 25
tgagtgatcg ataccaccat ggagacagac ac 32
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<210> 26

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 26
tggtggacgc gtaactgggt gaatg 25

<210> 27

<211> 32

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 27
tggtggtcta gaattatcaa gaagtgttga tg 32

<210> 28

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 28
agtccagcegg tgtcetgtgg 20

<210> 29

<211> 31

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 29
tgacgcgttt aagtggtgtc gctgtgecct g 31

<210> 30

<211> 29

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 30
tggttaacat cacgtgccct ccccccatg 29

<210> 31

<211> 35

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 31
ttgttgacgc gtttatctaa tgcatttgag actgg 35
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<210> 32

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 32
taataaacgc gtatcacgtg ccctc 25

<210> 33

<211> 31

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 33
tggtggtcta gattatcatc taatgcattt g 31

<210> 34

<211> 32

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 34
tgagtgtccg gaaccaccat ggagacagac ac 32

<210> 35

<211> 35

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 35
ttgttggcgg ccgcttatca tctaatgeat ttgag 35

<210> 36

<211> 34

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 36
tgagtgttcg aattatcaag aagtgttgat gaac 34

<210> 37

<211> 33

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 37
ttgttggcgg ccgcttatca agtggtgteg ctg 33
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<210> 38

<211> 42

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 38
agatcttcaa tttttttcaa mkhacttatt acattcaccc ag 42

<210> 39

<211> 42

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 39
actgggtgaa tgtaataagt dmkttgaaaa aaattgaaga tc 42

<210> 40

<211> 31

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 40
tggtggtcta gattatcaag aagtgttgat g 31
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REIVINDICACIONES
1. Un complejo de proteinas de fusion solubles que comprende al menos dos proteinas de fusion solubles, en donde

la primera proteina de fusién comprende (a) un primer anticuerpo o fragmento funcional del mismo unido
covalentemente a (b) el polipéptido de interleuquina 15 (IL-15) o un fragmento funcional del mismo; y

la segunda proteina de fusion comprende (c) un segundo anticuerpo o fragmento funcional del mismo unido
covalentemente a (d) un polipéptido receptor a de interleuquina 15 soluble (IL-15Ra) o un fragmento funcional del
mismo;

en donde el dominio IL-15 de la primera proteina de fusién se une al dominio IL-15Ra soluble de la segunda
proteina de fusion para formar un complejo de proteinas de fusion solubles, en donde el anticuerpo es especifico
para el reconocimiento de un antigeno concreto y en donde el anticuerpo es un anticuerpo de cadena sencilla o un
Fv de cadena sencilla.

2. EI complejo de proteinas de fusion solubles de la reivindicacion 1, en donde el antigeno para el dominio de
anticuerpo comprende un receptor o ligando de la superficie celular.

3. El complejo de proteinas de fusién solubles de la reivindicacion 2, en donde el antigeno comprende un antigeno
CD, un receptor o ligando de citoquina o quimioquina, un receptor o ligando de factor de crecimiento, factor tisular,
molécula de adherencia celular, moléculas de MHC/de tipo MHC, receptor de Fc, receptor de tipo Toll, receptor NK,
TCR, BCR, receptor o ligando co-estimulador positivo/negativo, receptor o ligando de tipo muerte, antigeno asociado
a tumores, o antigeno codificado por virus.

4. EI complejo de proteinas de fusion solubles de la reivindicaciéon 1, en donde el anticuerpo de cadena sencilla
comprende un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina unido covalentemente a un dominio variable de
cadena pesada de inmunoglobulina por medio de una secuencia conectora polipeptidica.

5. El complejo de proteinas de fusion solubles de la reivindicacion 1, en donde el polipéptido de IL-15 es una variante
de IL-15 que comprende al menos un cambio de aminoacido en comparacién con la secuencia de IL-15 nativa, por
ejemplo, una o mas sustituciones o deleciones de aminoacidos en la posicion 8, 61, 65, 72, 92, 101, 108, 0 111 de la
secuencia de IL-15 humana madura (SEQ ID NO: 1), tal como la sustitucion de D por N o A en la posicion 8, D por A
en la posicion 61, N por A en la posicion 65, N por D en la posicién 72 de la secuencia de IL-15 humana madura, N
por R en la posicion 72 o Q por A en la posicion 108 de la secuencia de IL-15 humana madura, o cualquier
combinacién de estas sustituciones.

6. El complejo de proteinas de fusion solubles de una cualquera de las reivindicaciones 1-5 para su uso en un
método para estimular o suprimir una respuesta inmunitaria en un mamifero.

7. Un vector de ADN que comprende:

una secuencia de acido nucleico que codifica la primera proteina de fusidon de cualquiera de las
reivindicaciones 1-5; y

una secuencia de acido nucleico que codifica la segunda proteina de fusién de cualquiera de las
reivindicaciones 1-5.
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Cadena sencilla TCR (264scTCR)
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v

Fig. 1B
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1. .Marcador Peso Molecular
2. £264scTCR/MwIL1S

188 KD 3. €264scTCR/hulL15RaSushi

97 KD

52 KD

33KD

1. Marcador Peso Molecular
2. c264scTCR/MulL15aAES

188 KD 3. c264scTCR/MUILTS

TR

S2KD

33KD
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RECUENTOS
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Clave
— T2 control (sin péptido) tefida w/ c2648cTCRAL1S
— T2 cargada péptido p53 tenida w/ c264scTCRAL1S

T2 control {sin péptido) tenida w/ c264scTCRAL1S +
c264=sc TCRIAL15RaSushi

—= T2 cargada péptido p53 tenida w/ c264sc TCRAL1S +
c264=c TCRAL15RaSushi

=== T2 control {sin péptido) tenida w/ c264scTCRIL15RSushi
— T2 cargada péptido p54 tenida w/ 264TCRAL15R:Sushi

100 100 102 103 104
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NWVNVISDLEKIEDLIQSMHI DATLY TES DVHPSCEVTAMECFLLELOVISLESCDAST
HDTVERLIILARNSLSSNGNVTESGCKECEELEEKNIKEFLOSFVHIVOMFINTS

Fig. 14A

uri.fampR de pl.l(_:19

e
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Not (3344}
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Pacl (£105)
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polif SU40
neoh
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Gen c264scTCR-hmt-IL1508A

&' =~ ACCACCATGGAGACAGACACACTCC TG TTATGGETACTGC TGO TCTGGGTTC
CAGGTTCCACCGETCAGTCRGTGACGCAGCCCGATGCTCGOGTCACTGTCTC
TEAAGCACCCTC T TG AGC TGAGATGCAAC TATTCCTACTC TGGGACACCT
TARTCTGT T TG TATGTCCAGTACCCGCGECAGGEGCTGCAGC TGCTCCTCA
AGTACTATTCAGGAGACCCAGTGGTTCARAGGAGTGAATGGCTTCGAGGC TGA
GTTCAGCARGAGTARCTC TTCCTTCCACCTGCEGAMRGCCTCTOTGCACTES
AGCCACTC TG TG TG TACTTCTGTGTT T TGAGCGAGGATAGCAACTATCAGT
TEATCTEEEGCTOTGEGACCARGC TAATTATRAARGOCAGACAC TAGTGGTGE
e TG AL GG TGETGETTCCEE TG GG COCTTCTGGCGETGECEET
T T CCAGCRATTCARA M TCATTCAGACTCCARGATATCTEE TEALAECEC
AAGGACARAAAGCAMRGATCAGCTEGTATCCCTGAAAAGGGACATCCAGTTET
ATTCTGGTATCAACARARTAAGAACAATCGAGTTTAAATTTTTGATTARCTTT
CAGALTCARGEAGTTCTTCAGCARATAGACATGACTGAALRAC GATTCTCTG
CTGAGTGTCCTTCAARCTCACCTTGCAGCCTAGAAATTCAGTC CTCTEAGET
AGGAGRCTCAGCACTGTACCTC TG TGCCAGCAGTC IETCAGGS GLGCEGCACA
GARAGTTTTCTT TGO TAARGGAACCAGACTCACAGT TG TAGAGGACCTGARCH
AGCETCETTCCCACCCGAGGTCECTETETTTGAGCCATCAGARGC AGAGATCTC
CCACACCCRARAGCGCCACACTECTGTGCCTGGCCACAGGCTTC TTCCCTGAL
CACCTGGAGCTGAGCTCETECGETGAATCEEGAAGEACE TECACAGCTEEGGTCR
GrACGEACCCSCAGCCCCTCARGGAGCAGCCCGCCCTCAATGACTCCAGATA
CTECCTEAGCAGCCGCCTEAGEETCTCGGCCACCTTC TEGCAGAACCCCCGT
AACCACTTCCGCMGTCAAGTCCAGTTC TACGGGCTCTC GRAGAATCACGRAGT
GGACCCAGGATAGGGCCAARCCCGTCACCCAGATCGTCAGCGC CGAGGLCTG
GEETAGAGCAGACGTTAACGAGCCCARATCTTCTERCAARACTCACACATCT
CCRCCGTCTCCAACGCGTARCTGGETGARTGTAATAAGTGCTIT TGARRARDD,
TTGAAGATCTTATTCAATCTATGCATATTGATGCTACTTTATATACGGAANG
TGATGTTCACCCCAGTTGCARAAGTARCAGCAATGAAGTGCTTT CTCTTGGAG
TTACAAGTTATTTCACTTGAGTCCGGAGATGCARGTATTCATEATACAGTAG
ARAATCTGATCATCCTAGCAARCEACAGTTTSTCTTCTARTGSGAATETAAD
AGAATCTGEATGCARAGAATGTCRACGAACTGGRAGGAAAARAATATTAARGAR
TTTr T TGCAGAGT TTTGTACATATTGTCCAAATGT TCATCRACACTTC TTGAT

an =30
Fig. 14C-1
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Gen c264scTCR-hmt-IL1508H

5" =-ACCACCATGCAGACAGACACACTCCTCTTATGGGTACTEGCTGCTCTEGETTC
CAGGTTCCACCGGTCAGTCAGTGACGCAGCCCGATGCTCGOGTCACTGTCTC
TEAAGCAGCCTCTC TECAGC TEAGATGCAAGTAT TCCTACTCTGEEACRCCT
TATCTGTTCTEGGTATETCCAG TACCCECEECAGEGGCTGCAGCTGCTCCTCA
AGTACTATTCAGGAGACCCAGTGSTTCARGEGAGTGARTGGCTTCEAGGCTGA
GTTCAGCARGAGTAACTCTITCCTTCCACCTGCGEAAMGCCTCTGTGCACTGS
AGCEACTCTGC TG TG TACTICTGTETTI TGAGC GAGGATAGCAACTATCAGT
TGATCTGGEECTCTEGEACCARGC TAATTATAANGCCAGACACTAGTGETGG
CeGTGGECAGCEGCGETEETGGTTCCGGETEECEGECECTTCTEGLGETEGGCCET
TCCTCGAGCAATTCARAAGTC AT TCAGACTOCARGATATCTGETGARAGEGT
AAGGACAARAAGCARAGATEAGETGTATCCCTGARARAGECGACATCCAGTTET
ATTCTGGTATCAACARAATRAGAACARTCAGTTTARRTTTTTCATTARC TTT
CRGAATCAACAAGTTCTTCAGCARATAGRACATGACTGAARRACGATTCTCTGE
CTGAGTGTCCT TCAAAC TCACCTTGCAGCCTAGARATTCAGTCCTCTGAGES
AGGRAGACTCAGCACTGTACCTCTGTGCCACCAGTC TETCARGEGGCGECACA
GAAGTTTTCTT TGGTARAMGGARCCAGRCTCACAGT TGTAGAGGACCTGARCA
AGETETTCCCACCCGAGGTCGCTGTGTTTGRGCCATCAGAAGCAGAGATCTC
CCACACCCARMRAGGCCACACTGETCTGCCTGGCCACAGECTTCTTCCCTGAL
CRACGTGGAGCTGAGCTGETGECTCAATGECARGEAGGTGCACAGTGGEGGTCA
GCACGGACCCGCAGCCCCTCARAGGAGCAGCCOGCCCTCAATGRAETCCAGATR
CIGCCTGAGCAGCCCCCTEAGEGTCTCGECCACCTTCTEECAGRACCCCCGE
ARCCACTTCCGCTGTCARGTCCAGTTCTACGGEGLC TCTCGGAGRATGACGAGT
GGACCCAGGATAGGGCCARACCCEGTCACCCAGATCGTCAGCGCCGAGGCOTE
GOETAGAGCAGACGTTAACGAGCCCARATCT TCTGACAMMACTCACACATCT
CCACCGTCTCCAACGCGTARC TGGCTGAATGTAATARGTARTT TGARAARAR
TTGAAGATCTTATTCAAT CTATGCATATTGATGCTACTTTATATACCGARAG
TGATGITCRACCCCAGTTGCAARGTARCAGCAATGAACTEGCTTTCTCTTGGAG
TTACARCTTATTTCACTTGRAGTCCGGAGATGCARGTATTCATGATACAGTAG
ARANTCTEATCATCCTAGCAARACAACAGTTTGTCTTCTARTGEEAATGTALT
AGARATCTGGATGCAARGAA TG TCAGGARCTCGAGGAARARAATATTARAGAR
TTTITGCAGRGTTTTGTACATATTGTCCAAATGTTCATCARCACTTCTTGAT
AR =3-

Fig. 14C-2
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RECUENTOS
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Clave
=— CTLL2 tefiida w/péptido p53ireactivo HLA-AZ solo
—  CTLL? tefiida w/c264sc TCRhulL15+péptido p53HLA-A2

e CTL2 tefiida wic264sc TCRAUIL15+¢2645¢ TCRMuIL15RaSushi
+ péptido 053HLA-A2

—~ CTLL2 tefiida w/c264sc TCRhulL15R:Sushi + péptido p53HLA-A2

Q‘l iy T T ErTir] |1 T ||||_:L||| 13 l - LR AT

100 101 10 162 104
FL2-H

Fig. 15
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Analigis de Proliferacion de Células CTLL-2 de Actividad IL15

—e— c264scTCRALTS
O C26AsCTCRALIS+c2645cTCRSILY SRSushi
0,45+ o= C2GASCTCRALS+c2645cTORSLY SRaDE3
0,44
0,354
0,3- T
0,254 f
2 /
1,24 /
0,15
..--"'"
ﬂ,l o '.._.‘4-'"-'-.-'-‘-'.-.-.”
ﬂ',l] . Ty
- ] ] T T =1
Q 5 10 15 20 25 30
Concentracion de Proteina de Fusion (ng/mlL)
Fig. 16
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RECUENTOS

RECUENTOS

ES 2 642 008 T3

Clave

' — Reactivo control negativo
— 264TCRALY 5wi+264TCR/IL15Ra5ushi
— 264TCRAL1 5DBA+264TCR/IL15RaSushi

07 —- 264TCRAL15DBN+264TCR/IL1SRaSushi
60 -== 264 TCR/AL1 SN72D+264TCR/ILY 5RaSushi
501
w
30
20
107
o sl o~ .
109 104 103 104
FL2-H
Fig. 17A
Clave

— Reactivo control negativo

— 264TCRAL Y Swi+ 264TCR/IL 5RaSushi
~— 264TCRALT5D8A+264TCRAL15RaSushi

70 —- 264TCR/IL15DBN-+264TCR/IL1 5RaSushi
=== IGATCRALTSN72D+26ATCRAIL 1 5Ra5Ushi

Fig.17B
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RECUEHTOS

80

ES 2 642 008 T3

Clave
—— Reactivo control negativo
— 264TCR/IL15wi+264TCRAIL15Ra5ushi
== 2ATCRALISDEA+264ATCR/IL15Ra5ushi
—= 264TCRALTSDBN+ 284TCR/IL1 5RaSushi
== 264 TCRALISNZ2D+ 264 TCR/IL15Ra5ushi
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DO 405 nm

DO 405 nm

ES 2 642 008 T3

ELISA (BF1 Cap y p53A2 Det)
- C2645cTCRAL1S wit

0901 _o- c2645¢TCRALIS D8N
08B0V . €264sCTCR/IL1S DBA
0707 s 264scTCR/L1S N72R fa
0,601+ B
0,501 i
0,401 j
0301
0,201
0,101
ﬂl,ﬂﬂ'ﬂ T | ]
001 0,10 1,00 1000
Concentracidn (n)
Fig. 18A
ELISA (Sushi Cap ¥ antilL15 Det)
—a— C2645cTCRALTS wi
1,807 —o- c264scTCRILIS DBN
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HWVHVISDLEEIEDLIQSMHIDATLY TESDVHAPSCKVIAMECFLLELQVISLESGDASIH
DTVENLI ILANRSLEERGHNVTES GCRECEELEERNIREFLOSFVHIVIMF INTS

" Fig. 22A

T ARACTGGGTGARTGTAATAAGTGATT TGAARAARATTCARGATCTTATICAATCTATGCAT
ATTGATGCTACTT TATATACGGAARGTGATGTTCACCCCAGTTGCAAAGTARCAGCAATG
ARGTGCTTTCTCT TEEAGTTACAAGTTATTTCACTTGAGTCCCEGAGATECAACTATTCAT
GATACKRGTAGAAAATCTGATCATCCTAGCARACARCAGTTTGFCTTCTAATGGEAATGTRA
ACKGARTCTGCATGCARAGAATS TCAGCARC TCEAGCAARARAATATTARAGAATTTTTG
CAGAGTTTTGTACATATTCTCCARATGTTCATCAACACTTCTTGA

Fig. 22B

102



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

