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DESCRIPCION
Proteinas de fusién de interleucina 2 y usos de las mismas
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere en general a las proteinas de fusién de inmunoglobulinas e interleucina 2 (IL-2).
Mas en particular, la invencion aborda proteinas de fusion de inmunoglobulinas e IL-2 mutante que presentan
propiedades mejoradas para su uso como agentes terapéuticos, por ejemplo, en el tratamiento de enfermedades
autoinmunitarias y enfermedades inflamatorias mediadas por el sistema inmunitario. Ademas, la presente invencién
se refiere a los polinucleétidos que codifican dichas proteinas de fusién y a los vectores y células huésped que
comprenden dichos polinucleétidos. La invencion se refiere ademas a los procedimientos para producir las proteinas
de fusién de la invencién y a los procedimientos de uso de las mismas en el tratamiento de la enfermedad.

Antecedentes

Los linfocitos T reguladores (Treg) representan subconjuntos especificos de linfocitos T que son cruciales para el
mantenimiento de la autotolerancia. Estas células CD4'CD25% con funcién supresora se pueden distinguir de los
linfocitos T efectores mediante la expre3|on intracelular del factor de transcrlpmon FOXP3, asi como de otros
marcadores celulares, tales como CD127° CTLA-4", LAP, CD39", PD-1", GARP, etc. FOXP3 es critico para la
diferenciacion y la funcién de Treg, y la carenua y las mutaciones en el gen FOXP3, tanto en ratones Scurfy como
en pacientes con regulacién inmunitaria incorrecta, poliendocrinopatia, enteropatia y sindrome ligado al cromosoma
X (IPEX), dan como resultado la destruccién de la autotolerancia y el desarrollo de enfermedades autoinmunitarias
debido a la carencia o falta de funcion de Treg.

Las respuestas autoinmunitarias en la diabetes de tipo 1, lupus eritematoso diseminado (LED), esclerosis multiple y
muchas otras se correlacionan con una carencia en los Treg o en las funciones de Treg. Los datos de modelos
animales respaldan la hipétesis de que las respuestas autoinmunitarias se facilitan por un fallo de los Treg en el
control de la respuesta inmunitaria destructora con respecto a si mismos, en gran parte debido a los efectos de los
linfocitos T efectores de memoria CD4" autorreactivos. La diabetes de tipo 1 es una enfermedad autoinmunitaria que
se produce después de la destruccion de la mayoria de las células B productoras de insulina en el pancreas. La
frecuencia de la diabetes de tipo 1 es ~0,3% de la poblacion de los EE.UU. y su incidencia continda
incrementandose en los EE. UU., Europa y, en particular, en los paises escandinavos (practicamente un 1 %) y se
espera que se duplique en los préximos veinte afios.

La citocina IL-2 desempefia un papel principal en la activacion y en la funcion tanto de los Treg como de los linfocitos
T efectores (Tef). Una carencia en la produccién de IL-2 o falta de reactividad da como resultado, preferentemente,
una pérdida de la funcién de Treg y un incremento de la probabilidad de autoinmunidad. Puesto que los Treg
expresan constitutivamente el receptor de IL-2 de afinidad alta en concentraciones mas altas que Tef, las dosis bajas
de IL-2 respaldan preferentemente el mantenimiento de los Treg en comparacion con los linfocitos Tef.

Con el efecto preferente de IL-2 para activar los Treg in vitro e in vivo, el potencial del tratamiento con IL-2 de larga
duracion y a dosis bajas parece tener una alta probabilidad de éxito en las enfermedades autoinmunitarias. A finales
de 2013, se establece el comienzo de un ensayo C|InICO comparativo con placebo con enmascaramiento doble sobre
la diabetes de tipo 1 de 200 pacientes (Proleukln IL-2 humana recombinante). Los recientes ensayos clinicos con
Proleukin en dosis baja diaria mejoraron algunos de los signos y sintomas de la enfermedad injerto contra huésped
(EICH) cronica y vasculitis inducida por el virus de la hepatitis C (Koreth et al., New Engl J Med 365, 2055-2066
(2011), Saadoun et al., New Engl J Med 365, 2067-2077 (2011)). En ambos estudlos Proleukin® en dosis baja indujo
Treg e incremento la proporcion Treg:Tef. Sin embargo, las propiedades PF deficientes de Proleukin® le hacen
suboptimo para mantener concentraciones bajas y consistentes de IL-2 en el hombre. Otros procedimientos que se
someten a prueba en ensayos clinicos son la expansion personalizada de Treg ex vivo seguido de reinfusion, pero
este enfoque es menos que ideal y representa un arduo conjunto de problemas de control de calidad.

Por tanto, un enfoque terapéutico nuevo que restablece la tolerancia inmunitaria dominante natural mediada por los
linfocitos T reguladores (Treg) y minimiza fuertemente cualquier efecto estimulador potencial sobre los linfocitos T
efectores de memoria CD4" potenciaria enormemente la capacidad para tratar pacientes con enfermedades
autoinmunitarias, tales como diabetes de tipo 1, esclerosis multiple, lupus eritematoso diseminado, enfermedad de
Crohn, asi como otras enfermedades autoinmunitarias y enfermedades proinflamatorias basadas en el sistema
inmunitario, tales como enfermedad injerto contra huésped crénica, asma, fibrosis pulmonar, enfermedad pulmonar
obstructiva crénica, enfermedades cardiovasculares, tales como ateroesclerosis y sindrome coronario agudo, y
rechazo de trasplante, tanto de viscera maciza como de médula 6sea.

El documento WO 2009/135615 describe el uso de una muteina de IL-2 conocida previamente (IL-2 N88R, BAY50-
4798, descrita en el documento WO 1999/60128) para el tratamiento o profilaxis de la enfermedad autoinmunitaria.
Se afirma que la muteina de IL-2 tiene una actividad incrementada en los linfocitos Treg en comparacion con la IL-2
natural, mientras que su efecto sobre los linfocitos T CD8+ y los linfocitos NK es pequefio. No se describe ninguna
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proteina de fusién de la muteina de IL-2.

El documento WO 2010/85495 describe variantes de IL-2 que promueven selectivamente la actividad en los
linfocitos Treg sobre los linfocitos T no reguladores para el tratamiento de los trastornos inflamatorios. Las variantes
de IL-2 descritas comprenden una combinacion de ocho o mas sustituciones de aminoacido que afectan a la union a
las diferentes subunidades del receptor de IL-2.

El documento WO 2012/178137 describe proteinas de fusién inmunoglobulina-citocina. Se divulga la IL-2 como un
ejemplo de citocinas. La inmunoglobulina descrita se une a un antigeno de superficie celular asociado a cancer, y la
proteina de fusién puede ser adecuada para tratar el cancer activando una respuesta inmunitaria.

El documento WO 03/048334 describe una proteina de fusion que comprende dos variantes de IL-2. Las proteinas
de fusién descritas comprenden un resto de IL-2 mutante y un resto distinto a IL-2, y son utiles para tratar el cancer y
las infecciones por virus. Se usan anticuerpos frente a diversos antigenos tumorales y viricos como un resto distinto
alL-2.

El documento WO 2012/146628 describe inmunoconjugados de IL-2 (tiles para tratar el céncer. Los
inmunoconjugados descritos comprenden un resto de IL-2 Unica, es decir, no mas de una.

Las proteinas de fusion de IL-2 de la presente invencion activan preferentemente los Treg humanos y no humanos
con poco o ningln efecto sobre los linfocitos T efectores de memoria CD4" humanos, inclinando la balanza hacia
una proporcién Treg:Tef mas alta, y reducen la respuesta autoinmunitaria. Son de larga duracién, lo que permite
pautas de dosificacién convenientes, y estan desprovistas de funciones efectoras, lo que reduce los potenciales
efectos secundarios y la disminucién de la eficacia.

Sumario de lainvencion

En un aspecto, la invencion proporciona una proteina de fusiéon que comprende (i) una molécula de inmunoglobulina
que no se puede unir especificamente a un antigeno y (ii) dos moléculas de interleucina 2 (IL-2) mutante que
comprenden una mutacion de aminoacido que reduce afinidad de la molécula de IL-2 mutante con respecto al
receptor de IL-2 de afinidad intermedia en comparacion con una molécula de IL-2 natural, en la que las moléculas de
IL-2 mutante comprenden las sustituciones de aminoacido T3A, N88D y C125A (SEQ ID NO: 58).

En un modo de realizacion, dicha molécula de inmunoglobulina es una molécula de inmunoglobulina de clase 1gG,
en particular, una molécula de inmunoglobulina de subclase IgGi. En un modo de realizacion, dicha molécula de
inmunoglobulina es una molécula de inmunoglobulina humana. En un modo de realizacion, dicha molécula de
inmunoglobulina se puede unir especificamente a un antigeno. En un modo de realizacion, dicha molécula de
inmunoglobulina es un anticuerpo monoclonal. En un modo de realizacion, dicha molécula de inmunoglobulina
comprende una secuencia de la region variable de la cadena pesada basada en la secuencia de estirpe germinal de
Vh3-23 humana. En un modo de realizacion especifico, dicha molécula de inmunoglobulina comprende la secuencia
de la region variable de la cadena pesada de la SEQ ID NO: 9. En un modo de realizacion, dicha molécula de
inmunoglobulina comprende una secuencia de la regién variable de la cadena ligera basada en la secuencia de
estirpe germinal de Vk3-20 humana. En un modo de realizacion especifico, dicha molécula de inmunoglobulina
comprende la secuencia de la regién variable de la cadena ligera de la SEQ ID NO: 11. En un modo de realizacion
incluso mas especifico, dicha molécula de inmunoglobulina comprende la secuencia de la regién variable de la
cadena pesada de la SEQ ID NO: 9y la secuencia de la region variable de la cadena ligera de la SEQ ID NO: 11. En
un modo de realizacion, dicha molécula de inmunoglobulina no se puede unir especificamente a un antigeno, y
comprende una secuencia de la region variable de la cadena pesada basada en la secuencia de estirpe germinal de
Vh3-23 humana y una secuencia de la region variable de la cadena ligera basada en la secuencia de estirpe
germinal de Vk3-20 humana.

En un modo de realizacién, dicha molécula de inmunoglobulina comprende una modificacién que reduce la afinidad
de union de la molécula de inmunoglobulina con respecto a un receptor Fc en comparacion con una molécula de
inmunoglobulina correspondiente sin dicha modificacion. En un modo de realizacién, dicho receptor Fc es un
receptor Fcy, en particular, un receptor Fcy humano. En un modo de realizacion, dicho receptor Fc es un receptor Fc
activador. En un modo de realizacion, dicho receptor Fc se selecciona del grupo de FcyRllla (CD16a), FcyRI (CD64),
FcyRllla (CD32) y FcaRI (CD89). En un modo de realizacion especifico, dicho receptor Fc es FcyRllla, en particular,
FcyRllla humano. En un modo de realizacion, dicha modificacion reduce la funcion efectora de la molécula de
inmunoglobulina. En un modo de realizacién especifico, dicha funcion efectora es la citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos (ADCC). En un modo de realizacién, dicha modificacion estd en la region Fc, en
particular, en la region CH2, de dicha molécula de inmunoglobulina. En un modo de realizacién, dicha molécula de
inmunoglobulina comprende una sustitucion de aminoacido en la posicion 329 (numeracion EU) de las cadenas
pesadas de inmunoglobulina. En un modo de realizacion especifico, dicha sustitucion de aminoacido es P329G. En
un modo de realizacion, dicha molécula de inmunoglobulina comprende sustituciones de aminoacido en las
posiciones 234 y 235 (numeracion EU) de las cadenas pesadas de inmunoglobulina. En un modo de realizacién
especifico, dichas sustituciones de aminoacido son L234A y L235A (LALA). En un modo de realizacién, dicha
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molécula de inmunoglobulina comprende sustituciones de aminoacido en las posiciones 234, 235 y 329 (numeracion
EU) de las cadenas pesadas de inmunoglobulina. En un modo de realizaciéon particular, dicha molécula de
inmunoglobulina comprende las sustituciones de aminoacido L234A, L235A y P329G (numeracion EU) en las
cadenas pesadas de inmunoglobulina.

En un modo de realizacién, dichas moléculas de IL-2 mutante comprenden una mutacion de aminoacido en una
posicion correspondiente al residuo 88 de IL-2 humana (SEQ ID NO: 1); dicha mutacién de aminoacido es una
sustitucion de aminoacido; y, dicha sustituciéon de aminoacido es N88D. En un modo de realizacion, dichas
moléculas de IL-2 comprenden ademas una mutacion de aminoacido que no altera la afinidad de unién de dichas
moléculas de IL-2 con respecto a un receptor de IL-2 en comparacion con la IL-2 natural. En un modo de realizacion,
dichas moléculas de IL-2 comprenden una mutacion de aminoacido en una posicién correspondiente al residuo 125
de IL-2 humana; y dicha mutacién de aminoacido es la sustitucion de aminoacido C125A. En un modo de
realizacién, dicha molécula de IL-2 mutante comprende ademéas una mutaciéon de aminoacido que elimina el sitio de
O-glucosilaciéon de IL-2 en una posicién correspondiente al residuo 3 de IL-2 humana; y dicha mutacion de
aminoéacido que elimina el sitio de O-glucosilacion de IL-2 en una posicién correspondiente al residuo 3 de IL-2
humana es T3A. En un modo de realizacion, dichas moléculas de IL-2 mutante son moléculas de IL-2 humana. En
un modo de realizacion especifico, dichas moléculas de IL-2 mutante comprenden una secuencia de la SEQ ID NO:
58. En un modo de realizacion, dichas moléculas de IL-2 mutante tienen una secuencia de la SEQ ID NO: 58. En un
modo de realizacién, dichas moléculas de IL-2 mutante se fusionan cada una en su aminoacido N terminal con el
aminoéacido C terminal de una de las cadenas pesadas de inmunoglobulina de dicha molécula de inmunoglobulina,
opcionalmente a través de un conector peptidico. En un modo de realizacién, dichas moléculas de IL-2 mutante se
fusionan cada una con dicha molécula de inmunoglobulina a través de un conector peptidico. En un modo de
realizacién, dicho conector peptidico comprende al menos 10, en particular, al menos 15, aminoécidos. En un modo
de realizacion, dicho conector peptidico comprende la secuencia de aminoacidos (G4S)s (SEQ ID NO: 66).

En un modo de realizacion especifico, dicha proteina de fusion comprende las secuencias de polipéptido de la SEQ
ID NO: 19 y la SEQ ID NO: 50. En un modo de realizacion especifico, dicha proteina de fusién comprende una
cadena ligera de inmunoglobulina de la SEQ ID NO: 19 y un polipéptido de fusibn cadena pesada de
inmunoglobulina-IL-2 de la SEQ ID NO: 50. En un modo de realizacion, dicha proteina de fusion consiste
esencialmente en una molécula de inmunoglobulina, dos moléculas de interleucina 2 (IL-2) mutante que comprenden
una mutacion de aminoacido que reduce la afinidad de la molécula de IL-2 mutante con respecto al receptor de IL-2
de afinidad intermedia, en comparacion con una molécula de IL-2 natural, y opcionalmente uno o mas conectores
peptidicos. En un modo de realizacion, dicha proteina de fusion consiste esencialmente en dos cadenas ligeras de
inmunoglobulina de la SEQ ID NO: 19 y dos polipéptidos de fusién cadena pesada de inmunoglobulina-IL-2 de la
SEQ ID NO: 50.

En un modo de realizacién, dicha proteina de fusién activa selectivamente los linfocitos T reguladores. En un modo
de realizacién, dicha proteina de fusién activa selectivamente los linfocitos T reguladores sobre los linfocitos T
efectores, en particular, sobre los linfocitos T CD4" convencionales y los linfocitos T CD8*. En un modo de
realizacion, dicha proteina de fusion activa selectivamente los linfocitos T reguladores sobre los linfocitos T de
memoria CD4" convencionales. En un modo de realizacion, dicha proteina de fusiéon activa los linfocitos T
reguladores al menos 10 veces, al menos 100 veces o al menos 1000 veces mas que los linfocitos T de memoria
CD4" convencionales. En un modo de realizacion, se determina dicha activacion mediante la medicion de los niveles
de fosforilacion de STAT intracelular, en particular, STAT5. En un modo de realizacion, dicha medicion de los niveles
de fosforilacion de STAT intracelular se realiza mediante andlisis por citometria de flujo.

La invencién proporciona ademas un polinucleétido que codifica la proteina de fusion de la invencion. Se
proporciona ademas un vector, en particular, un vector de expresion, que comprende el polinucleétido de la
invencion. En otro aspecto, la invencién proporciona una célula huésped que comprende el polinucleétido o el vector
de la invencion. La invencion también proporciona un procedimiento para producir una proteina de fusién de la
invencion, que comprende las etapas de (i) cultivar la célula huésped de la invenciéon en condiciones adecuadas
para la expresién de la proteina de fusion e (i) recuperar la proteina de fusién. También se proporciona una proteina
de fusién que comprende (i) una molécula de inmunoglobulina que no se puede unir especificamente a un antigeno
y (ii) dos moléculas de interleucina 2 (IL-2) que comprenden una mutacién de aminoécido que reduce la afinidad de
la molécula de IL-2 mutante con respecto al receptor de IL-2 de afinidad intermedia, en comparacién con una
molécula de IL-2 natural, en la que las moléculas de IL-2 mutante comprenden la secuencia de la SEQ ID NO: 58,
producida mediante dicho procedimiento.

En un aspecto, la invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende la proteina de fusién de la
invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. También se proporciona la proteina de fusion o la
composicion farmacéutica de la invencién para su uso como un medicamento y para su uso en el tratamiento o
profilaxis de una enfermedad autoinmunitaria, especificamente diabetes de tipo 1, esclerosis mdltiple (EM), lupus
eritematoso diseminado (LED), enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedad de Crohn o colitis ulcerosa, lo mas
especificamente diabetes de tipo 1, o enfermedad injerto contra huésped o rechazo de trasplante. Se proporciona
ademas el uso de la proteina de fusion de la invencion para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de
una enfermedad en un individuo que lo necesite y un procedimiento de tratamiento de una enfermedad en un
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individuo, que comprende administrar a dicho individuo una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion
que comprende la proteina de fusion de la invencién en una forma farmacéuticamente aceptable. En un modo de
realizacién, dicha enfermedad es una enfermedad autoinmunitaria. En un modo de realizacion mas especifico, dicha
enfermedad autoinmunitaria es diabetes de tipo 1, esclerosis multiple (EM), lupus eritematoso diseminado (LED),
enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedad de Crohn o colitis ulcerosa. En un modo de realizacién incluso mas
especifico, dicha enfermedad autoinmunitaria es diabetes de tipo 1. En otro modo de realizacion, dicha enfermedad
es rechazo de trasplante o enfermedad injerto contra huésped. En un modo de realizacién, dicho individuo es un
mamifero, en particular, un humano.

Se proporciona ademas la proteina de fusion de la invencion para su uso en la activacién selectiva de los linfocitos T
reguladores in vitro. En un modo de realizacion, dicha activacion comprende la induccion de la proliferacion de los
linfocitos T reguladores y/o la induccion de la sefializacién del receptor de IL-2, en particular, la fosforilacion de
STATS, en los linfocitos T reguladores. En un modo de realizacion, dicho uso es in vitro y dicha proteina de fusién se
usa a una concentracion de aproximadamente 10 ng/ml o menos, en particular, aproximadamente 1 ng/ml o menos.

La invencién también proporciona un procedimiento para la activacion selectiva de los linfocitos T reguladores in
vitro, que comprende poner en contacto dichos linfocitos T reguladores con la proteina de fusion de la invencion. En
un modo de realizacion, dicha activacion comprende la induccién de la proliferacion de los linfocitos T reguladores
y/o la induccién de la sefializacion del receptor de IL-2, en particular, la fosforilacion de STATS, en los linfocitos T
reguladores. En un modo de realizacion, dicho procedimiento es in vitro y dicha proteina de fusién se usa a una
concentracion de aproximadamente 10 ng/ml o menos, en particular, aproximadamente 1 ng/ml o menos.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Purificacion de la proteina de fusion IgG DP47GS-IL-2 (véanse las SEQ ID NO 13, 15, 19). (A) Perfil de
elucién de la etapa de cromatografia de afinidad con proteina A. (B) Perfil de elucion de la etapa de cromatografia de
exclusién por tamafio. Rendimiento de 4 mg/l. (C) Electroforesis capilar analitica con SDS (Caliper) del producto
final. Se observaron las siguientes bandas: no reducida - area de un 7,5 % a 111 kDa, &rea de un 92,5 % a 174 kDa;
reducida - area de un 23,6 % a 29 kDa, area de un 23,5% a 67 kDa, area de un 52,9 % a 82 kDa. El producto
contiene aproximadamente un 7,5 % de la “mitad de 1gG”. (D) Cromatografia de exclusioén por tamafno analitica del
producto final en una columna TSKgel G3000 SW XL (contenido en mondmero de un 91 %).

Figura 2. Purificacion de la proteina de fusién IgG DP47GS-(IL-2), (véanse las SEQ ID NO 17, 19). (A) Perfil de
elucion de la etapa de cromatografia de afinidad con proteina A. (B) Perfil de elucion de la etapa de cromatografia de
exclusién por tamafio. Rendimiento de 13 mg/l. (C) Electroforesis capilar analitica con SDS (Caliper) del producto
final. Se observaron las siguientes bandas: no reducida - &rea de un 2,3 % a 172,5 kDa, area de un 97,7 % a
185 kDa,; reducida - area de un 18,3 % a 27,3 kDa, area de un 0,6 % a 29,2 kDa, area de un 81,1 % a 78,3 kDa. (D)
Cromatografia de exclusion por tamafio analitica del producto final en una columna Superdex 200 (contenido en
mondémero de un 100 %).

Figura 3. Purificacion de la proteina de fusion IgG DP47GS-IL-2 N88D (véanse las SEQ ID NO 15, 19, 48). (A) Perfil
de elucién de la etapa de cromatografia de afinidad con proteina A. (B) Perfil de elucién de la etapa de cromatografia
de exclusion por tamafio. Rendimiento de 23,7 mg/l. Las fracciones obtenidas estan dentro de un recuadro. (C)
Electroforesis capilar analitica con SDS (Caliper) del producto final. Se observaron las siguientes bandas principales:
no reducida - area de un 100 % a 167,0 kDa; no reducida - area de un 31,5 % a 28,6 kDa, area de un 31,7 % a
63,5 kDa, area de un 35,3 % a 77,5 kDa. (D) Cromatografia de exclusion por tamafio analitica del producto final en
una columna TSKgel G3000 SW XL (contenido en mondmero de un 97,3 %).

Figura 4. Purificacion de la proteina de fusion IgG DP47GS-(IL-2 N88D), (véanse las SEQ ID NO 19 y 50). (A) Pefrfil
de elucién de la etapa de cromatografia de afinidad con proteina A. (B) Perfil de elucién de la etapa de cromatografia
de exclusion por tamafio. Rendimiento de 32,9 mg/l. Las fracciones obtenidas estan dentro de un recuadro. (C)
Electroforesis capilar analitica con SDS (Caliper) del producto final. Se observaron las siguientes bandas principales:
no reducida - area de un 20,7 % a 180,4 kDa, area de un 78,0 % a 184,0 kDa; reducida - area de un 16,2 % a
27,3 kDa, area de un 82,7 % a 76,0 kDa. (D) Cromatografia de exclusion por tamafio analitica del producto final en
una columna TSKgel G3000 SW XL (contenido en mondmero de un 98,3 %).

Figura 5. Purificacion de la proteina de fusion IgG DP47GS-(IL-2 E95A), (véanse las SEQ ID NO 19 y 52). (A) Perfil
de elucién de la etapa de cromatografia de afinidad con proteina A. (B) Perfil de elucién de la etapa de cromatografia
de exclusion por tamafio. Rendimiento de 8,0 mg/l. Las fracciones obtenidas estan dentro de un recuadro. (C)
Electroforesis capilar analitica con SDS (Caliper) del producto final. Se observaron las siguientes bandas principales:
no reducida - area de un 10,3 % a 166,0 kDa, &rea de un 61,4 % a 175,5 kDa, area de un 28,2 % a 181,2 kDa; no
reducida - area de un 16,0 % a 26,1 kDa, area de un 83,1 % a 75,0 kDa. (D) Cromatografia de exclusion por tamafio
analitica del producto final en una columna TSKgel G3000 SW XL (contenido en monémero de un 100 %).

Figura 6. Expresion de CD25 (IL-2RA) y CD122 (IL-2RB) en subconjuntos de Treg CD4", subconjuntos de linfocitos
NK vy linfocitos NKT. Se usaron marcadores de superficie de las células para definir subconjuntos de Treg CD4",



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2704 731 T3

linfocitos NKT vy linfocitos NK. A fin de optimizar la tincién para CD25 y CD122, no se realizé ninguna tincion para
FOXP3 intracelular. (A, B) Tres poblaciones de linfocitos T CD4" reguladores (Treg): indiferenciados (CD45RA",
CD25"; linea de puntos), de memoria (CD45RA’, CD25"; linea continua) y activados (CD45RA’, CD25% linea
discontinua). (C, D) NKT (linea de puntos), linfocitos NK CD56™*"™ (linea discontinua), linfocitos NK CD56™¢™%@
(linea continua). Gris: control de isotipo (CI).

Figura 7. Expresién de CD25 (IL-2RA) y CD122 (IL-2RB) en subconjuntos de linfocitos T convencionales CD4" y
CD8". Se usaron marcadores de superficie de las células para definir linfocitos T CD4" convencionales,
indiferenciados (CD45RA"; linea de puntos) y de memoria (CD45RA"; linea continua) (A, B), linfocitos T CD8"
convencionales de memoria (CD45RA”; linea continua) y linfocitos T CD8 CD45RA* (una combinacién de los
subconjuntos indiferenciados y TEMRA; TEMRA se refiere a las células de memoria efectora que han vuelto a
expresar CD45RA; linea de puntos) (C, D). Gris: control de isotipo (Cl).

Figura 8. Induccién de pSTAT5a en subconjuntos de células de sangre periférica humana en respuesta a IgG
DP47GS-IL-2. Se evaluaron tres donantes humanos diferentes (C4 a C6) en tiempos separados para determinar los
efectos de diversas dosis de IgG DP47GS-IL-2 sobre la induccién de la fosforilacion de STAT5a. Los resultados se
muestran para los subconjuntos de Treg CD4": Treg activados, de memoria e indiferenciados; linfocitos T efectores
de memoria CD4" convencionales: linfocitos NK CD56™®": linfocitos T efectores de memoria CD8": linfocitos T
efectores indiferenciados CD4"; linfocitos NK; linfocitos NKT; y linfocitos T efectores indiferenciados CD8" + de
memoria CD45RA".

Figura 9. Induccién de pSTAT5a en subconjuntos de células de sangre periférica humana en respuesta a I1gG
DP47GS-(IL-2),. Se evaluaron cinco donantes humanos diferentes (N1, N2, C4-C6) en tiempos separados para
determinar los efectos de diversas dosis del inmunoconjugado 1IgG DP47GS-(IL-2), sobre la induccion de la
fosforilacién de STAT5a. Los resultados se muestran para los subconjuntos de Treg CD4": Treg activados, de
memoria e indiferenciados: linfocitos T efectores de memoria CD4" convencionales; linfocitos NK CD56™": linfocitos
T efectores de memoria CD8"; linfocitos T efectores indiferenciados CD4"; linfocitos NK; linfocitos NKT; y linfocitos T
efectores indiferenciados CD8" + de memoria CD45RA".

Figura 10. Induccion de pSTAT5a en subconjuntos de células de sangre periférica humana: comparacion de IgG
DP47GS-IL-2 e IgG DP47GS-(IL-2),. Los resultados para cada subconjunto de células se normalizaron al efecto
méaximo observado de cada subconjunto y las CE50 aproximadas para los Treg se presentan en la tabla 2. (A)
Resultados normalizados para IgG DP47GS-IL-2, (B) resultados normalizados para IgG DP47GS-(IL-2),.

Figura 11. Examen detallado de la sensibilidad del subconjunto de Treg en tres donantes comparando IgG DP47GS-
IL-2 e IgG DP47GS-(IL-2),. Los gréficos representan la media + DE de la IMF de pSTAT5a para los tres donantes.
(A) Treg CD3"CD4FoxP3" totales. (B) Treg activados. (C) Treg de memoria. (D) Treg indiferenciados.

Figura 12. Induccion de pSTAT5a en subconjuntos de células de sangre periférica humana en respuesta a IgG
DP47GS-(IL-2E95A),. Se evaluaron tres donantes humanos diferentes (C4 a C6) en tiempos separados para
determinar los efectos de diversas dosis de IgG DP47GS-(IL-2E95A), sobre la induccion de la fosforilacion de
STAT5a. Los resultados se muestran para los subconjuntos de Treg CD4": Treg activados, de memoria e
indiferenciados; linfocitos T efectores de memoria CD4" convencionales; linfocitos NK CD56f“e”e; linfocitos T
efectores de memoria CD8"; linfocitos T efectores indiferenciados CD4"; linfocitos NK; linfocitos NKT; y linfocitos T
efectores indiferenciados CD8'CD45RA".

Figura 13. Induccién de pSTAT5a en subconjuntos de células de sangre periférica humana en respuesta a IgG
DP47GS-(IL-2N88D),. Se evaluaron cinco donantes humanos diferentes (C4, C5, C6, N1, N2) en tiempos separados
para determinar los efectos de diversas dosis de IgG DP47GS-(IL-2N88D), sobre la induccion de la fosforilacion de
STAT5a. Los resultados se muestran para los subconjuntos de Treg CD4": Treg activados, de memoria e
indiferenciados; linfocitos T efectores de memoria CD4" convencionales; linfocitos NK CD56f“e”e; linfocitos T
efectores de memoria CD8"; linfocitos T efectores indiferenciados CD4"; linfocitos NK; linfocitos NKT; y linfocitos T
efectores indiferenciados CD8'CD45RA".

Figura 14. Induccion de pSTAT5a en subconjuntos de células de sangre periférica humana: comparaciéon de IgG
DP47GS-IL-2, IgG DP47GS-(IL-2)2, IgG DPA7GS-(IL-2E95A),, IgG DP47GS-(IL-2 N88D); e IgG DP47GS-IL-2N88D.
Los resultados se muestran para subconjuntos de Treg CD4" (A-C): Treg activados (A), de memoria (C) e
indiferenciados (B); linfocitos T efectores de memoria CD4" convencionales (D); linfocitos NK CD56™°™ (E).

Figura 15. Induccién de pSTAT5a en subconjuntos de células de sangre periférica humana en respuesta tanto a IgG
DP47GS-(IL-2N88D), como a IgG DP47GS-(IL-2),. Se evaluaron diez donantes humanos diferentes en dias
separados para determinar los efectos de un amplio intervalo de dosis (26 log) de IgG DP47GS-(IL-2N88D), e IgG
DP47GS-(IL-2), sobre la induccién de la fosforilaciéon de STAT5a. Los resultados se muestran para los siguientes
subconjuntos de células: (A) Treg de memoria, (B) Treg indiferenciados, (C) linfocitos NK CD56™®", (D) linfocitos NK
totales, (E) linfocitos T CD4" de memoria central, (F) linfocitos T CD4" de memoria efectora, (G) linfocitos T CD4"
indiferenciados, (H) linfocitos T CD8" de memoria central, (I) linfocitos T CD8" de memoria efectora (J) linfocitos T
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CD8" indiferenciados, (K) linfocitos T CD8" Temra [Tef de memoria RA'], (L) linfocitos NKT y (M) linfocitos T
CD3'CD4CD8 CD56". Todos los resultados se muestran como la media + EEM (n=10 donantes).

Figura 16. Comparacion de los efectos in vitro de IgG DP47GS-(IL-2N88D), e IgG DP47GS-(IL-2), sobre los
linfocitos NK y los linfocitos T CD8" humanos. Se cultivaron PBMC de donantes humanos normales (n=10) a 5x10°
células/pocillo de fondo en U con 50 ng/ml de IgG DP47GS-(IL-2N88D), (simbolos abiertos) o IgG DP47GS-(IL-2),
(simbolos sombreados en gris) durante 6 dias, momento en el que se cuantificaron nimeros de células mediante
citometria de flujo. Los efectos sobre los linfocitos NK se cuantificaron en linfocitos NK CD56%"" y cD56™*™ (A). Los
efectos sobre los linfocitos T CD8* se muestran en (B). Los resultados se muestran como la mediana + amplitud
intercuartilica, las diferencias estadisticas se determinaron usando una prueba de la U de Mann-Whitney.

Figura 17. Comparacion de los efectos in vivo de IgG DP47GS-(IL-2N88D), e IgG DP47GS-(IL-2), sobre ratones
humanizados con células madre CD34". De diez a 12 semanas después del injerto de células madre CD34", los
ratones se trataron dos veces por semana con vehiculo (IgG DP47GS, sin IL-2), IgG DP47GS-(IL-2N88D); o 1gG
DP47GS-(IL-2),. Se observaron incrementos méaximos de Treg y linfocitos NK humanos en la sangre después de 3
tratamientos y los resultados se muestran en (A) para los Treg y (B) para los linfocitos NK. Los resultados se
muestran como la mediana + amplitud intercuartilica; vehiculo (n=21), IgG-(IL-2N88D), (n=22) e IgG-(IL-2); (n=24).

Figura 18. Comparacion de los efectos in vivo de 1gG DP47GS-(IL-2N88D), e 1gG DP47GS-(IL-2), sobre la
supervivencia de ratones humanizados con células madre CD34". De diez a 12 semanas después del injerto de
células madre CD34", los ratones se trataron dos veces por semana con vehiculo (IgG DP47GS, sin IL-2), IgG
DP47GS-(IL-2N88D), o IgG DP47GS-(IL-2), hasta que la gravedad de la respuesta del injerto contra huésped
xenogénico humano alcanzé una etapa predeterminada (=15 % de pérdida de peso), lo que requirid su retirada del
estudio. Los resultados se representan como una curva de supervivencia de Kaplan-Meier de GraphPad Prism para
el vehiculo (n=7), IgG DP47GS-(IL-2N88D), (n=12) e IgG DP47GS-(IL-2), (n=13).

Figura 19. Comparacion de los efectos in vivo de IgG DP47GS-(IL-2N88D); e IgG DP47GS-IL-2), sobre los Treg,
linfocitos NK y linfocitos T CD8" en ratones humanizados con células madre CD34". De diez a 12 semanas después
del injerto de células madre CD34", los ratones se trataron dos veces por semana con vehiculo (IgG DP47GS, sin IL-
2), 1IgG DP47GS-(IL-2N88D); o bien IgG DP47GS-(IL-2), hasta que la gravedad de la respuesta del injerto contra
huésped xenogénico humano alcanz6 una etapa predeterminada (=215 % de pérdida de peso), lo que requirié su
retirada del estudio, momento en el que se evalué la sangre para determinar los subconjuntos de células humanas
individuales. Se muestran los Treg humanos, los linfocitos NK y las células CD8" en la sangre como el % de células
CD45" humanas. Se muestran los resultados como la media + el EEM para vehiculo (n=6), IgG DP47GS-(IL-
2N88D), (n=9) 0 IgG DP47GS-(IL-2), (n=9).

Figura 20. Induccion de pSTAT5a en los Treg en la sangre de macaco cangrejero en respuesta a IgG DP47GS-(IL-
2); e 1IgG DP47GS-(IL-2N88D),. Se evaluaron tres donantes sanos normales (C1-C3) al mismo tiempo para
determinar los efectos de una dosis maxima (20 ng/ml) de IgG DP47GS-(IL-2), e IgG DP47GS-(IL-2N88D), sobre la
induccion de la fosforilacion de STAT5a en los Treg. (A) La estrategia de seleccion de la citometria de flujo con
FOXP3 (eje y) y CD45RA (eje X) usada para identificar los subconjuntos de Treg CD4'CD25": Treg indiferenciados
(CD45RA'FOXP3"), Treg de memoria (CD45RA'FOXP3") y activados (CD45RA'FOXP3%). (B) La expresion de la
tincién de la superficie de las células CD25" en los subconjuntos de Treg antes de la estimulacion. (C) Respuestas
de pSTAT5a para los subconjuntos de Treg CD4'CD25": activado, de memoria e indiferenciado para cada uno de
los tres macacos cangrejeros (C1-C3).

Figura 21. Activaciéon de pSTAT5a en linfocitos T efectores de memoria CD4" convencionales en la sangre de
macaco cangrejero en respuesta a IgG DP47GS-(IL-2); o IgG DP47GS-(IL-2N88D),. Usando las mismas muestras
de sangre estimuladas con 20 ng/ml de los tres donantes mono descritos en la figura 11 se examind la induccién de
pSTAT5a en linfocitos T efectores de memoria CD4" convencionales. (A) La estrategia de seleccion de la citometria
de flujo usada para identificar linfocitos T efectores de memoria CD4 ' FOXP3 CD45RA™ convencionales con CD45RA
en el eje y CD25 en el eje x. (B) Respuestas de pSTAT5a para linfocitos T efectores de memoria CD4 'FOXP3
CD45RA " totales. (C) Respuestas de pSTAT5a para linfocitos T efectores de memoria que también eran CD25". (C)
Respuestas de pSTAT5a para linfocitos T efectores de memoria que también eran CD25".

Figura 22. Induccion de pSTAT5a en subconjuntos de linfocitos T de sangre periférica de macaco cangrejero en
respuesta a lgG DP47GS-(IL-2), e 1gG DP47GS-(IL-2N88D),. Se evaluaron dos donantes adultos sanos para
determinar los efectos de dosis variables (0,03-300 ng/ml) de IgG DP47GS-(IL-2),; e IgG DP47GS-(IL-2N88D), sobre
la induccion de la fosforilacién de STAT5a. Los resultados se muestran para los subconjuntos de Treg CD4" (A-C):
Treg activados (A), de memoria (C) e indiferenciados (B) y linfocitos T efectores de memoria CD4" convencionales
(D). Se obtuvieron resultados similares para ambos monos y se mostraron los resultados de un donante para ilustrar
los efectos de IgG DP47GS-(IL-2); e IgG DP47GS-(IL-2N88D),.

Figura 23. En ratones, 1IgG DP47GS-IL-2 tiene propiedades farmacocinéticas (PF) superiores en comparacion con
IgG DP47GS-(IL-2),, mientras que IgG DP47GS-(IL-2N88D); es intermedio. (A) A ratones NOD y NOD.scid se les
inyectaron por via intravenosa (i.v.) 0,3 mg/kg de 1IgG DP47GS-IL-2 o 0,3 mg/kg de IgG DP47GS-(IL-2),. (B) A



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2704 731 T3

ratones NOD.scid.IL2Ra”" se les inyectaron i.v. 0,1 mg/kg de IgG DP47GS-IL-2, 0,3 mg/kg de IgG DP47GS-(IL-2), o
0,1 mg/kg de IgG DP47GS-(IL-2N88D),. Se evalud la IL-2 humana en muestras de suero en los tiempos indicados
mediante un ensayo de captura basado en mAb.

Figura 24. Tanto CD25 como FoxP3 se incrementan en los Treg murinos después del tratamiento con Proleukin®,
IgG DP47GS-IL-2, IgG DP47GS-(IL-2); e IgG DP47GS-(IL-2N88D),. Se trataron ratones BALB/c con Proleukin®
(20.000 y 100.000 Ul/raton, n=3), IgG DP47GS-IL-2, IgG DP47GS-(IL-2), o IgG DP47GS-(IL-2N88D), (60, 300 o
1.500 Ul/ratdn, n=3), los ratones tratados con vehiculo se incluyeron como controles sin estimular (n=4). Veinticuatro
horas después del tratamiento, se evaluaron los Treg esplénicos para determinar las concentraciones de CD25 y
FOXP3. (A) Se observaron cambios dependientes de la dosis en CD25 en la superficie de las células y (B) cambios
dependientes de la dosis en FoxP3 intracelular para las cuatro moléculas de IL2. Los datos se representan como la
media + DE, las barras en negro representan la dosis mas alta usada y las barras en gris claro la dosis mas baja.

Figura 25. Se evaluaron las propiedades PF de IgG DP47GS-IL-2 e IgG DP47GS-(IL-2); en macacos cangrejeros
adultos sanos normales sin tratamiento previo con biofarmaco. (A) Se inyect6 por via intravenosa (i.v.) IgG DP47GS-
IL-2 como una corta inyeccion intravenosa rapida en dosis de 10, 25 y 100 pg/kg (n=2 por dosis). (B) Se inyecto i.v.
IgG DP47GS-(IL-2), como una corta inyeccion intravenosa rapida en dosis de 10 y 25 pg/kg (n=2 por dosis). Se
evalud la IL-2 humana en muestras de suero en los tiempos indicados mediante un ensayo de captura basado en
mADb.

Figura 26. IgG DP47GS-IL2 tiene un efecto dependiente de la dosis en macacos cangrejeros incrementando los
linfocitos T reguladores. Los cambios en los linfocitos T reguladores (Treg) CD4" CD25" FOXP3" en la sangre
completa en el dia 7 posterior al tratamiento se muestran como (A) el niumero de células absoluto de Treg por mm?
de sangre completa y (B) la tasa de cambio en los Treg. Todos los datos se representan como la media + DE. Barras
abiertas: IgG DP47GS-IL-2 (n=6); barras sombreadas: vehiculo (n=3).

Figura 27. Efectos del tiempo y dosis bajas de IgG DP47GS-IL-2 sobre los Treg en macacos cangrejeros. (A)
Cambios dependientes del tiempo en la tasa de incremento en los Treg tras la dosificacion con 2 o 6 pg/kg de IgG
DP47GS-IL-2 (n=4 y 6, respectivamente). (B) Cambios dependientes del tiempo en los recuentos absolutos de Treg
en la sangre después de una dosificacion con 2 0 6 pg/kg de IgG DP47GS-IL-2 (n=4 y 6, respectivamente). Todos
los datos se muestran como la media + DE.

Figura 28. Proleukin en dosis Unica estimula una respuesta Treg dependiente de la dosis transitoria en macacos
cangrejeros (A) Camblos en los ndmeros de Treg de sangre periférica después del tratamiento de dosis Gnica con
de 3x10* a 3x10 UI/kg de Proleukin. (B) Cambios en pSTAT5a en los Treg después del tratamiento de dosis Unica
con de 3x10* a 3x10° Ul/kg de Proleukin. Los datos se muestran como la media + DE.

Figura 29. IgG DP47GS-IL-2 en dosis baja es mas eficaz que Proleukin® en dosis alta en la induccién de Treg en
macacos cangrejeros. Se trataron macacos cangrejeros sanos normales (grupos de n=5) con IgG DP47GS-IL-2 en
dosis baja o Proleukin en dosis alta y se sometid a prueba el cambio en los linfocitos T reguladores el dia 10. En los
dias 0 y 7, se administr6 s.c. IgG DP47GS-IL-2 a una dosis de 16.800 Ul/kg (12 pg/kg). Se administro s.c. un
tratamiento con Proleukin (200.000 Ul/kg) 3 veces por semana (LMV) durante un total de 5 dosis. Se muestran los
resultados como media + DE para (A) el cambio en los Treg totales por mm? de sangre, (B) la tasa de incremento en
los Treg y (C) el cambio en la proporcion de Treg con respecto a las células CD4" FOXP3’ convencionales. Las
barras abiertas representan el tratamiento con IL-2 y las barras sombreadas el control con vehiculo.

Figura 30. STATS fosforilado de sangre completa ex vivo es un biomarcador sensible para la activacion de los Treg
con P47GS IgG-IL-2 in vivo. Uno y 3 dias después de la administracion in vivo de una dosis baja Unica de 1gG
DP47GS-IL-2 (12 pg/kg) a macacos cangrejeros sanos (n=5), se obtuvo sangre completa y se sometido a prueba
inmediatamente sin estimulacion para STAT5 fosforilado (pSTAT5a). Se extrajo sangre de cada mono en el dia 0
antes del tratamiento y se midié la cantidad de pSTAT5a (barras sombreadas) y se us6 individualmente para evaluar
las tasas de cambio posteriores al tratamiento (barras abiertas). (A) Se muestra la tasa de cambio en pSTAT5a en
los Treg en los dias 1 y 3, (B) la tasa de cambio en pSTAT5a en los linfocitos T de memoria CD4" CD45
convencionales y (C) la tasa de cambio en pSTAT5a en los linfocitos T indiferenciados. Los datos se muestran como
la media = DE.

Figura 31. PSTAT5a de sangre completa ex vivo como biomarcador sensible para la activacion in vivo de Treg con
IgG DP47GS-IL-2 en dosis baja. De uno a siete dias después de la administracion in vivo de una dosis baja Unica de
IgG DP47GS-IL-2 a macacos cangrejeros sanos, se obtuvo sangre completa y se sometié a prueba inmediatamente
sin estimulacion para pSTAT5a. Se obtuvo sangre de cada mono en el dia 0 antes del tratamiento para determinar
las concentraciones sin estimular de pSTAT5a y se compararon con los cambios en pSTAT5a posteriores al
tratamiento. (A) pSTAT5a en los Treg antes y después del tratamiento con 2 pg/kg de IgG DP47GS-IL-2 (n=4). (B)
pSTAT5a en los Treg antes y después del tratamiento con 6 pug/kg de IgG DP47GS-IL-2 (n=6). Los datos se
muestran como la media + DE.

Figura 32. La Ki-67 de sangre completa de macaco cangrejero ex vivo sirve como un marcador para la proliferacion
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de linfocitos T inducida por IgG DP47GS-IL-2 in vivo. Los macacos cangrejeros tratados con 2 y 6 pg/kg de 1gG
DP47GS-IL-2 como se describe en la figura 14 también se supervisaron ex vivo para determinar los cambios en el
marcador intracelular Ki-67 para evaluar el grado de proliferacion in vivo. Se cuantificé el porcentaje de estado
estable normal de células en el ciclo celular (Ki-67") en el dia 0 antes del tratamiento y, entonces, se superviso
diariamente durante los siguientes de 7 a 11 dias. (A) Se muestran el % de Ki-67" para Treg, (B) el % de Ki-67" para
linfocitos T de memoria/efectores CD4"CD45™ convencionales y (C) el % de Ki-67" para linfocitos T CD4"CD45RA"
indiferenciados. Los datos se muestran como la media + DE.

Figura 33. Efectos del tiempo y dosis bajas de IgG DP47GS-(IL-2), sobre los Treg en macacos cangrejeros sanos
sin tratamiento previo. (A) Cambios dependientes del tiempo en los niUmeros absolutos de Treg después de 6 ug/kg
de IgG DP47-(IL-2),. (B) Cambios dependientes del tiempo en pSTAT5a en los Treg después del tratamiento, (C)
cambios dependientes del tiempo en la tasa de incremento en los Treg y (D) comparacion de las tasas de cambio en
los Treg de monos tratados con IgG DP47GS-IL-2 (barras abiertas, de 2 a 36 pg/kg) frente a los tratados con IgG
DP47GS-(IL-2), (barra sombreada, 6 pg/kg). Todos los datos se muestran como la media + DE (n=4 a 6).

Figura 34. Efectos dependientes del tiempo y de la dosis de IgG DP47GS-(IL-2), en dosis muy baja sobre los Treg
en macacos cangrejeros sanos sin tratamiento previo. (A) Cambios dependientes del tiempo en las tasas de
incremento de los Treg tras la administracion de 0,7 y 2 ug/kg de IgG DP47GS-(IL-2),. (B) Cambios dependientes
del tiempo en pSTAT5a en los Treg medidos en el dia O antes del tratamiento y en los dias 1-4 después del
tratamiento, (C) cambios dependientes del tiempo en pSTAT5a en linfocitos Tef/de mem. Todos los datos se
muestran como la media + DE (n=3 a 0,7 pg/kg y n=8 a 2 pg/kg).

Figura 35. Comparacién dependiente de la dosis de IgG DP47GS-IL-2 frente a IgG DP47GS-(IL-2); y su capacidad
para incrementar los Treg de macaco cangrejero en la sangre completa. Todos los datos se presentan como la
media + DE (n=3 a 6).

Figura 36. Se us6 secuenciacion de nueva generacion (SNG) para analizar la desmetilacion del ADN especifica de
subconjuntos de linfocitos T para el factor de transcripcion FOXP3 y la molécula inmunodepresora CTLA-4. Se
analizé la sangre de macacos cangrejeros adultos sin tratamiento previo con biofdrmaco antes y después del
tratamiento con una dosis 6ptima de IgG DP47GS-IL-2 (25 ug/kg, n=4) e 1IgG DP47GS-(IL-2), (6 pg/kg, n=4). Se
clasificaron subconjuntos de linfocitos T CD4" con un BD FACSAria de PBMC de sangre completa y se usaron
100.000 células por subconjunto para la desmetilacion del ADN especifica de gen. Se observaron resultados
similares con ambos tratamientos y los datos de los monos tratados con 1IgG DP47GS-(IL-2), se muestran para
FOXP3 en el panel superior y para CTLA-4 en el panel inferior (n=4, media + DE).

Figura 37. Se evaluaron las propiedades PF de IgG DP47GS-(IL-2N88D), en macacos cangrejeros sanos hormales
sin tratamiento previo con biofarmaco. (A) Se inyect6 por via intravenosa (i.v.) 1IgG DP47GS-(IL-2N88D), en una
corta inyeccioén intravenosa rapida en dosis de 30 y 100 pg/kg (n=2 por dosis). (B) Se inyect6 por via subcutanea
(s.c.) lgG DP47GS-(IL-2N88D), en 0,2 ml en el costado lateral en dosis de 30 y 100 ug/kg (n=2 por dosis). Se evalud
la IL-2 humana en muestras de plasma en los tiempos indicados con un ensayo de captura basado en anticuerpos
monoclonales. (C) Como un biomarcador de la exposicion a IL-2, se midié el CD25 soluble en plasma después de la
inyeccion de 1gG-(IL-2N88D); en dosis de 30 y 100 pg/kg; se midié el sCD25 de macaco cangrejero en un ensayo de
captura basado en mAb para sCD25 humano que se sabe que reacciona de forma cruzada con sCD25 de macaco
cangrejero. Los resultados se muestran como la media + EEM (n=4).

Figura 38. Efectos in vivo dependientes del tiempo y de la dosis de IgG DP47GS-(IL-2N88D), sobre los Treg en
macacos cangrejeros sanos sin tratamiento previo. Cambios dependientes del tiempo en el nimero absoluto
(x10%ml de sangre) de Treg totales, Treg de memoria CD4*, Treg indiferenciados CD4" y Treg CD8"FOXP3" tras la
inyeccion de (A) 100 pg/kg de IgG DP47-(IL-2N88D), o (B) 30 ug/kg de IgG DP47-(IL-2N88D),. Cambios
dependientes del tiempo en los Treg como el % de linfocitos T CD4" o CD8" para Treg totales, Treg de memoria
CD4", Treg indiferenciados CD4" y Treg CD8"FOXP3" tras la inyeccién de 100 pg/kg de IgG DP47-(IL-2N88D), (C) o
30 pg/kg de 1IgG DP47-(IL-2N88D); (D). Los resultados se muestran como la media £+ EEM (n=4).

Figura 39. Efectos in vivo dependientes del tiempo y de la dosis de IgG DP47GS-(IL-2N88D), sobre los linfocitos en
macacos cangrejeros sanos sin tratamiento previo. Los cambios dependientes del tiempo en los linfocitos T
efectores de memoria CD4" se muestran como el % de linfocitos T CD4" totales tras la inyeccién de 100 pg/kg de
IgG DP47-(IL-2N88D), o 30 pg/kg de 1gG DP47-(IL-2N88D). (A). Los cambios dependientes del tiempo en los
linfocitos T de memoria CD4'CD25° efectores se muestran como el % de linfocitos T de memoria CD4" efectores
tras la inyeccion de 100 pg/kg de IgG DP47-(IL-2N88D). o 30 ug/kg de IgG DP47-(1L-2N88D). (B). Los resultados se
muestran como la media + EEM (n=4).

Figura 40. El pSTAT5a de sangre completa ex vivo es un biomarcador sensible para la activacion de IL-2 in vivo. De
1 a 11 dias después de la administracion in vivo de una dosis Unica de IgG DP47GS-(IL-2N88D), a macacos
cangrejeros, se obtuvo sangre completa y se analizé6 inmediatamente sin estimulacién para pSTAT5a. Se extrajo
sangre de cada mono en el dia 0 antes del tratamiento para determinar las concentraciones sin estimular de
pSTAT5a y se compararon con los cambios en pSTAT5a posteriores al tratamiento. (A) pSTAT5a (IMF, intensidad
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media de fluorescencia maxima) antes y después del tratamiento con 100 pg/kg de IgG DP47GS-(IL-2N88D),, n=4.
(B) pSTAT5a antes y después del tratamiento con 30 pg/kg de IgG DP47GS-(IL-2N88D),, n=4. Los datos se
muestran como la media + EEM para los subconjuntos de células indicados.

Figura 41. La tincién para CD25 en la superficie de las células de sangre completa ex vivo es un biomarcador
sensible para la activacion de IL-2 in vivo. De 1 a 14 dias después de la administracion in vivo de dosis Unicas de
IgG DP47GS-(IL-2N88D), a macacos cangrejeros, se obtuvo sangre completa y se someti6 a prueba
inmediatamente sin estimulacién para CD25 de superficie en los tipos de células indicados. Se obtuvo sangre de
cada mono en el dia 0 antes del tratamiento para determinar las concentraciones sin estimular de CD25 y se
compararon con los cambios en CD25 posteriores al tratamiento. (A) Tinciéon para CD25 (IMF maxima, intensidad
media de fluorescencia) antes y después del tratamiento con 100 pg/kg de 1gG DP47GS-(IL-2N88D),, n=4. (B)
Tincién para CD25 antes y después del tratamiento con 30 pg/kg de 1IgG DP47GS-(IL-2N88D),, n=4. Los datos se
muestran como la media + EEM para los subconjuntos de células indicados.

Figura 42. La tincion in vivo para Ki-67 intracelular de sangre completa es un biomarcador sensible para la
proliferacion celular después de la activacion de IL-2 in vivo. De 1 a 14 dias después de la administracion in vivo de
una dosis Unica de 1IgG DP47GS-(IL-2N88D), a macacos cangrejeros, se obtuvo sangre completa y se sometié a
prueba inmediatamente sin estimulacion para determinar la Ki-67 intracelular en los tipos de células indicados. Se
obtuvo sangre de cada mono en el dia 0 antes del tratamiento para determinar las concentraciones sin estimular de
células Ki-67" y se compararon con los cambios en el % de células Ki-67" posteriores al tratamiento. (A) Tincion para
Ki-67 (% de células Ki-67") antes y después del tratamiento con 100 pg/kg de IgG DP47GS-(IL-2N88D),, n=4. (B)
Tincién para Ki-67 (% de células Ki-67") antes y después del tratamiento con 30 pg/kg de IgG DP47GS-(IL-2N88D),,
n=4. Los resultados se muestran como la media + EEM para los subconjuntos de células indicados.

Figura 43. Un resumen comparativo de los efectos in vivo de IL-2 sobre los Treg de macaco cangrejero. Se muestra
el incremento maximo en los Treg totales como el % de linfocitos T CD4" para Proleukin, IgG-IL-2, IgG-(IL-2), e IgG-
(IL-2N88D),; para la comparacion, todas las dosis in vivo se convirtieron a pmol/kg. Se administré Proleukin 3 veces
por semana (LMV) durante 2 semanas y se administraron las proteinas de fusién de IL-2 como una inyeccién Unica.
Los resultados se muestran como la media + EEM; Proleukin (n=5), IgG-IL-2 (n=6), IgG-(IL-2), (n=6) e IgG-(IL-
2N88D); (n=4).

Figura 44. La IL-2 en dosis alta induce eosinofilia en macacos cangrejeros. Se supervisaron los cambios en los
recuentos de eosindfilos en la sangre en todas las pruebas con Proleukin o los inmunoconjugados de IL-2. Se
detect6 eosinofilia de 7 a 14 dias después del tratamiento con Proleukin en dosis alta (2x105 Ul/kg 3 veces por
semana durante 2 semanas) o las dosis mas altas de 1IgG DP47GS-IL-2 pero no con IgG DP47GS-(IL-2); o IgG
DP47GS-(IL-2N88D),. Los recuentos de eosindfilos en el valor de referencia son los circulos abiertos mostrados
como “0” para la dosis de IL-2 y se realizaron dos veces, una vez para las pruebas con la molécula de IL-2 natural y
una vez para las pruebas con IgG DP47GS-(IL-2N88D).. Los datos se muestran como la media + DE.

Figura 45. El tratamiento in vivo con IgG DP47GS-IL-2 suprime la hipersensibilidad de tipo retardado (DTH) de los
eritrocitos de carnero murinos. Todos los datos se muestran para ratones individuales tratados con vehiculo (100 %
de respuesta), IgG-IL-2 (4.000 Ul/raton) o CTLA-4-Ig de raton como control positivo (200 pg/raton). (A) Resultados
de ratones NOD y (B) ratones C57BL/6. La magnitud de las respuestas de DTH del dia cuatro se muestra como el
cambio en el peso de la pata en comparacién con los ratones no inmunizados (A peso de la pata). Los datos se
muestran como la media + DE.

Figura 46. El tratamiento in vivo con IgG DP47GS-IL-2 (4.000 Ul/raton) suprime las respuestas de anticuerpo IgG
murina con respecto a KLH en (A) ratones C57BL/6 21 dias después de la inmunizacion y (B) ratones NOD siete
dias después de la inmunizacion. Los datos se muestran como la media + DE.

Descripcion detallada de la invencién
Definiciones

Se usan los términos en el presente documento como se usa en general en la técnica, a menos que se defina de
otro modo en lo que sigue.

Como se usa en el presente documento, el término “proteina de fusién” se refiere a una molécula de polipéptido de
fusién que comprende una molécula de inmunoglobulina y una molécula de IL-2, en la que los componentes de la
proteina de fusion se enlazan entre si mediante enlaces peptidicos, directamente o bien a través de conectores
peptidicos. Por claridad, las cadenas peptidicas individuales del componente de inmunoglobulina de la proteina de
fusion se pueden enlazar no covalentemente, por ejemplo, mediante enlaces disulfuro.

“Fusionados” se refiere a los componentes que se enlazan mediante enlaces peptidicos, directamente o bien por
medio de uno o mas conectores peptidicos.
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Por “unién especifica” se entiende que la unién es selectiva para el antigeno y se puede discriminar de interacciones
no deseadas 0 no especificas. Se puede medir la capacidad de una inmunoglobulina para unirse a un antigeno
especifico a través de un enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA) o bien de otras técnicas consabidas para un
experto en la técnica, por ejemplo, la técnica de resonancia de plasmon superficial (RPS) (analizada en un
instrumento BlAcore) (Liljeblad et al., Glyco J 17, 323-329 (2000)) y ensayos de unién tradicionales (Heeley, Endocr
Res 28, 217-229 (2002)). En un modo de realizacion, el grado de unién de una inmunoglobulina a una proteina no
relacionada es de menos de aproximadamente un 10 % de la unién de la inmunoglobulina al antigeno como se
mide, por ejemplo, mediante RPS. En determinados modos de realizacién, una inmunoglobulina que se une al
antigeno tiene una constante de disociacion (Kp) de < 1 yM, £ 100 nM, £ 10 nM, £ 1 nM, £ 0,1 nM, £ 0,01 nM o0 £
0,001 nM (por ejemplo, 10 M 0 menos, por ejemplo, de 10 M a 10 M, por ejemplo, de 10° M a 10™ M).

“Afinidad” o “afinidad de unién” se refiere a la fuerza de la suma total de las interacciones no covalentes entre un
sitio de unién Unico de una molécula (por ejemplo, un anticuerpo) y su compafiero de unién (por ejemplo, un
antigeno). A menos que se indique de otro modo, como se usa en el presente documento, “afinidad de uniéon” se
refiere a la afinidad de union intrinseca que refleja una interaccién 1:1 entre los miembros de un par de unién (por
ejemplo, anticuerpo y antigeno). La afinidad de una molécula X por su compafiera Y se puede representar en
general mediante la constante de disociacion (Kp), que es la proporcion de las constantes de velocidad de
disociacién y asociacion (kdis y kas, respectivamente). Por tanto, las afinidades equivalentes pueden comprender
diferentes constantes de velocidad, siempre que la proporcion de las constantes de velocidad permanezca igual. Se
puede medir la afinidad mediante procedimientos comunes conocidos en la técnica, incluyendo los descritos en el
presente documento. Un procedimiento particular para medir la afinidad es la resonancia de plasmon superficial
(RPS).

“Uniodn reducida”, por ejemplo, unién reducida a un receptor Fc o a un receptor de IL-2, se refiere a una disminucion
de la afinidad por la interaccion respectiva, como se mide, por ejemplo, mediante RPS. Por claridad, el término
también incluye la reduccion de la afinidad a cero (o por debajo del limite de deteccion del procedimiento analitico),
es decir, la anulacion completa de la interaccién. Por el contrario, “unién incrementada” se refiere a un incremento de
la afinidad de unién por la interaccion respectiva.

Como se usa en el presente documento, el término “determinante antigénico” es sindnimo de “antigeno” y se refiere
a un sitio (por ejemplo, un tramo contiguo de aminoécidos o una configuracion conformacional compuesta de
diferentes regiones de aminoacidos no contiguos) en una macromolécula polipeptidica a la que se une un
anticuerpo, formando un complejo antigeno-anticuerpo. Se pueden encontrar determinantes antigénicos utiles, por
ejemplo, en las superficies de las células, libres en suero sanguineo y/o en la matriz extracelular (MEC).

Como se usa en el presente documento, el término “monocatenaria” se refiere a una molécula que comprende
mondmeros de aminoacido linealmente enlazados mediante enlaces peptidicos.

En el presente documento se usa el término “anticuerpo” en el sentido mas amplio y engloba diversas estructuras de
anticuerpo, que incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, anticuerpos
multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos) y fragmentos de anticuerpo siempre que presenten la
actividad de unidn a antigeno deseada.

Un “fragmento de anticuerpo” se refiere a una molécula distinta de un anticuerpo intacto que comprende una porcién
de un anticuerpo intacto que se une al antigeno al que se une el anticuerpo intacto. Los ejemplos de fragmentos de
anticuerpo incluyen, pero no se limitan a, Fv, Fab, Fab', Fab’-SH, F(ab"),, diacuerpos, anticuerpos lineales, moléculas
de anticuerpo monocatenario (por ejemplo, scFv) y anticuerpos de dominio Unico.

El término “molécula de inmunoglobulina” se refiere a una proteina que tiene la estructura de un anticuerpo natural.
Por ejemplo, las inmunoglobulinas de la clase IgG son glucoproteinas heterotetraméricas de aproximadamente
150.000 dalton, compuestas por dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas que se unen con enlaces disulfuro.
Desde el extremo N al C, cada cadena pesada de inmunoglobulina tiene una region variable (VH), también llamada
dominio pesado variable o dominio variable de la cadena pesada, seguida de tres dominios constantes (CH1, CH2 y
CH3), también llamados regién constante de la cadena pesada. De forma similar, desde el extremo N al C, cada
cadena ligera de inmunoglobulina tiene una region variable (VL), también llamada dominio ligero variable o dominio
variable de la cadena ligera, seguida de un dominio ligero constante (CL), también llamado regién constante de la
cadena ligera. Se puede asignar la cadena pesada de una inmunoglobulina a una de cinco clases, llamadas a (IgA),
o (IgD), € (IgE), v (I1gG) o u (IgM), algunas de las cuales se pueden dividir ademdas en subclases, por ejemplo, yi1
(19G1), v2 (19G2), v3 (19G3), ya (19G4), a1 (IgA1) y a2 (IgA2). Se puede asignar la cadena ligera de una inmunoglobulina
a uno de dos tipos, llamados kappa (k) y lambda (A), en base a la secuencia de aminoacidos de su dominio
constante. Una inmunoglobulina consiste esencialmente en dos moléculas Fab y un dominio Fc, enlazados por
medio de la regién bisagra de inmunoglobulina.

Como se usa en el presente documento, “fragmento Fab” se refiere a un fragmento de inmunoglobulina que

comprende un dominio VL y un dominio constante de una cadena ligera (CL) y un dominio VH y un primer dominio
constante (CH1) de una cadena pesada.
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La “clase” de un anticuerpo o inmunoglobulina se refiere al tipo de dominio constante o regién constante que posee
su cadena pesada. Existen cinco clases principales de inmunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM, y varias de estas
se pueden dividir adicionalmente en subclases (isotipos), por ejemplo, 19G1, 1gG2, 1gGs, 1gG4, 1gA1 e IgA.. Los
dominios constantes de la cadena pesada que se corresponden con las diferentes clases de inmunoglobulinas se
llaman q, &, €, y y U, respectivamente.

El término “regién variable” o “dominio variable” se refiere al dominio de una cadena pesada o ligera de
inmunoglobulina o anticuerpo que, en general, estd implicada en la union de la inmunoglobulina o anticuerpo al
antigeno. Sin embargo, la inmunoglobulina comprendida en la proteina de fusion de la presente invencién puede
comprender regiones variables que no confieren especificidad de unién a antigeno. Los dominios variables de la
cadena pesada y de la cadena ligera (VH y VL, respectivamente) de una inmunoglobulina o anticuerpo, en general,
tienen estructuras similares, comprendiendo cada dominio cuatro regiones estructurales (FR) conservadas y tres
regiones hipervariables (HVR). Véase, por ejemplo, Kindt et al., Kuby Immunology, 6.2 ed., W.H. Freeman y Co.,
pagina 91 (2007). Un dominio VH o VL Unico puede ser suficiente para conferir especificidad de union a antigeno.

El término “region hipervariable” o “HVR”, como se usa en el presente documento, se refiere a cada una de las
regiones de un dominio variable de inmunoglobulina o anticuerpo que son hipervariables en secuencia y/o forman
bucles estructuralmente definidos (“bucles hipervariables”). En general, los anticuerpos tetracatenarios naturales
comprenden seis HVR; tres en el VH (H1, H2, H3) y tres en el VL (L1, L2, L3). Las HVR comprenden, en general,
residuos de aminoacido de los bucles hipervariables y/o de las “regiones determinantes de la complementariedad”
(CDR), siendo las ultimas las de variabilidad de secuencia mas alta y/o estando implicadas en el reconocimiento
antigénico. Los bucles hipervariables ejemplares se producen en los residuos de aminoacido 26-32 (L1), 50-52 (L2),
91-96 (L3), 26-32 (H1), 53-55 (H2), y 96-101 (H3) (Chothia y Lesk, J. Mol. Biol. 196, 901-917 (1987)). Se producen
CDR (CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3, CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3) ejemplares en los residuos de aminoacido 24-34 de
L1, 50-56 de L2, 89-97 de L3, 31-35B de H1, 50-65 de H2 y 95-102 de H3 (Rabat et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5.2 ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991)). Con la
excepcion de CDR1 en VH, las CDR comprenden, en general, los residuos de aminoacido que forman los bucles
hipervariables. Las CDR también comprenden “residuos determinantes de la especificidad” o “SDR”, que son los
residuos que entran en contacto con el antigeno. Los SDR estan contenidos en regiones de las CDR, llamadas CDR
abreviadas o a-CDR. Se producen a-CDR (a-CDR-L1, a-CDR-L2, a-CDR-L3, a-CDR-H1, a-CDR-H2 y a-CDR-H3)
ejemplares en los residuos de aminoacido 31-34 de L1, 50-55 de L2, 89-96 de L3, 31-35B de H1, 50-58 de H2 y 95-
102 de H3 (véase Almagro y Fransson, Front. Biosci. 13, 1619-1633 (2008)). A menos que se indique de otro modo,
los residuos de HVR vy otros residuos en el dominio variable (por ejemplo, los residuos de FR) se numeran en el
presente documento de acuerdo con Rabat et al., supra (denominado “numeracion de Kabat”).

“Region estructural” o “FR” se refiere a residuos del dominio variable distintos de los residuos de la region
hipervariable (HVR). La FR de un dominio variable consiste, en general, en dominios de cuatro FR: FR1, FR2, FR3y
FR4. En consecuencia, las secuencias de HVR y FR aparecen, en general, en la siguiente secuencia en VH (o VL):
FR1-H1(L1)-FR2-H2(L2)-FR3-H3(L3)-FRA4.

Una “inmunoglobulina humana” es una que posee una secuencia de aminoacidos que se corresponde con la de una
inmunoglobulina producida por un ser humano o una célula humana o derivada de una fuente no humana que utiliza
repertorios de inmunoglobulina humana u otras secuencias que codifican inmunoglobulina humana. Esta definicion
de una inmunoglobulina humana excluye especificamente una inmunoglobulina humanizada que comprende
residuos de union a antigeno no humanos.

El término “anticuerpo monoclonal” como se usa en el presente documento se refiere a un anticuerpo obtenido a
partir de una poblacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que
comprenden la poblaciéon son idénticos y/o se unen al mismo epitopo, excepto por posibles anticuerpos variantes,
por ejemplo, que contienen mutaciones naturales o surgen durante la produccion de una preparacion de anticuerpos
monoclonales, estando presentes, en general, dichas variantes en cantidades insignificantes. A diferencia de las
preparaciones de anticuerpos policlonales, que tipicamente incluyen diferentes anticuerpos dirigidos frente a
diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo monoclonal de una preparacién de anticuerpos monoclonales
se dirige frente a un determinante Unico en un antigeno. Por tanto, el modificador “monoclonal” indica el caracter del
anticuerpo por haberse obtenido a partir de una poblacion sustancialmente homogénea de anticuerpos, y no se debe
interpretar como que requiere la produccién del anticuerpo mediante ningln procedimiento particular. Por ejemplo,
los anticuerpos monoclonales que se van a usar de acuerdo con la presente invencion se pueden preparar mediante
una variedad de técnicas, que incluyen, pero no se limitan al procedimiento de hibridoma, procedimientos de ADN
recombinante, procedimientos de presentacién en fagos y procedimientos que utilizan animales transgénicos que
contienen todos o parte de los locus de inmunoglobulina humana; estando descritos en el presente documento
dichos procedimientos y otros procedimientos ejemplares para preparar anticuerpos monoclonales.

En el presente documento se usa el término “dominio Fc” o “regién Fc” para definir una regién C terminal de una

cadena pesada de inmunoglobulina que contiene al menos una porcién de la region constante. El término incluye
regiones Fc de secuencia natural y regiones Fc variantes. Una region Fc de IgG comprende un dominio CH2 de IgG
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y un dominio CH3 de IgG. El “dominio CH2” de una region Fc de IgG humana se extiende normalmente desde un
residuo de aminoacido en aproximadamente la posicion 231 hasta un residuo de aminoacido en aproximadamente la
posicion 340. En un modo de realizaciéon, una cadena glucidica se une al dominio CH2. El dominio CH2 en el
presente documento puede ser un dominio CH2 de secuencia natural o un dominio CH2 variante. El “dominio CH3”
comprende el tramo de residuos C terminales con respecto a un dominio CH2 en una regién Fc (es decir, desde un
residuo de aminoacido en aproximadamente la posicion 341 hasta un residuo de aminoacido en aproximadamente la
posicion 447 de una IgG). La regién CH3 en el presente documento puede ser un dominio CH3 de secuencia natural
o un dominio CH3 variante (por ejemplo, un dominio CH3 con una “protuberancia” (“botén”) introducida en una
cadena del mismo y una “cavidad” (“ojal”) introducida correspondiente en la otra cadena del mismo; véase la patente
de EE. UU. n.° 5.821.333). Se pueden usar dichos dominios CH3 variantes para promover la heterodimerizacion de
dos cadenas pesadas de inmunoglobulina no idénticas como se describe en el presente documento. En un modo de
realizacién, una regién Fc de la cadena pesada de IgG humana se extiende desde Cys226, o desde Pro230, al
extremo carboxilico de la cadena pesada. Sin embargo, la lisina C terminal (Lys447) de la regién Fc puede estar
presente 0 no. A menos que se especifique de otro modo en el presente documento, la numeracion de los residuos
de aminoécido en la region Fc o regién constante es de acuerdo con el sistema de numeraciéon EU, también llamado
indice EU, como se describe en Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.2 ed. Public Health
Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD, 1991.

El término “funciones efectoras” se refiere a las actividades biologicas atribuibles a la regiéon Fc de una
inmunoglobulina, que varian con el isotipo de inmunoglobulina. Los ejemplos de funciones efectoras de
inmunoglobulina incluyen: unién a Clq y citotoxicidad dependiente del complemento (CDC), union al receptor Fc,
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC), fagocitosis celular dependiente de anticuerpos (ADCP),
secrecién de citocinas, captacion de antigenos mediada por complejos inmunitarios mediante células presentadoras
de antigeno, regulacion por disminucion de receptores de superficie de las células (por ejemplo, receptor de
linfocitos B) y activacion de linfocitos B.

Un “receptor Fc activador” es un receptor Fc que tras el acoplamiento por una region Fc de una inmunoglobulina
provoca acontecimientos de sefializacion que estimulan que la célula que contiene el receptor realice funciones
efectoras. Los receptores Fc activadores incluyen FcyRllla (CD16a), FcyRI (CD64), FcyRlla (CD32) y FcaRI (CD89).
Un receptor Fc activador particular es FcyRIlla humano (véase el n.° de acceso a UniProt P08637 (version 141)).

El término “interleucina 2” o “IL-2” como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier IL-2 natural de
cualquier fuente de vertebrado, incluyendo mamiferos, tales como primates (por ejemplo, seres humanos) y
roedores (por ejemplo, ratones y ratas), a menos que se indique de otro modo. El término engloba IL-2 sin procesar,
asi como cualquier forma de IL-2 que resulte del procesamiento en la célula. El término también engloba variantes
naturales de IL-2, por ejemplo, variantes de empalme o variantes alélicas. La secuencia de aminoacidos de una IL-2
humana ejemplar se muestra en la SEQ ID NO: 1. La IL-2 humana sin procesar comprende ademas un péptido
sefial de 20 aminoéacidos N terminal, que estd ausente en la molécula de IL-2 madura.

Por “IL-2 natural” se entiende una IL-2 natural. La secuencia de una molécula de IL-2 humana natural se muestra en
la SEQ ID NO: 1. Para el proposito de la presente invencion, el término natural también engloba formas de IL-2 que
comprenden una o0 mas mutaciones de aminoacido que no alteran la unién al receptor de IL-2 en comparacion con la
IL-2 natural, tal como, por ejemplo, una sustitucién de cisteina en una posicion correspondiente al residuo 125 de IL-
2 humana con alanina. En algunos modos de realizacion, la IL-2 natural, para el propdsito de la presente invencion,
comprende la sustitucion de aminoacido C125A (véase la SEQ ID NO: 3).

El término “CD25” o “a del receptor de IL-2”, como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier CD25
natural de cualquier fuente de vertebrado, incluyendo mamiferos, tales como primates (por ejemplo, seres humanos)
y roedores (por ejemplo, ratones y ratas), a menos que se indique de otro modo. El término engloba CD25 sin
procesar “de longitud completa”, asi como cualquier forma de CD25 que resulte del procesamiento en la célula. El
término también engloba variantes naturales de CD25, por ejemplo, variantes de empalme o variantes alélicas. En
determinados modos de realizacién, CD25 es CD25 humano. La secuencia de aminoéacidos de un CD25 humano
ejemplar (con la secuencia sefial, marca Avi y marca His) se muestra en la SEQ ID NO: 25.

El término “receptor de IL-2 de afinidad alta” como se usa en el presente documento, se refiere a la forma
heterotrimérica del receptor de IL-2, que consiste en la subunidad y del receptor (también conocida como subunidad
y del receptor de citocina comun, y¢, 0 CD132), la subunidad { del receptor (también conocida como CD122 o p70) y
la subunidad a del receptor (también conocida como CD25 o p55). El término “receptor de IL-2 de afinidad
intermedia” o “By del receptor de IL-2”, en cambio, se refiere al receptor de IL-2 que incluye solo la subunidad y y la
subunidad (3, sin la subunidad a (para una revisién, véase, por ejemplo, Olejniczak y Kasprzak, Med Sci Monit 14,
RA179-189 (2008)). Las secuencias de aminoacidos de CD122 y CD132 humanos ejemplares (fusionadas a una
regién Fc con una marca His) se muestran en las SEQ ID NO 21 y 23, respectivamente.

Por “linfocito T regulador” o “linfocito Treg” se entiende un tipo especializado de linfocito T CD4" que puede suprimir

las respuestas de otros linfocitos T (linfocitos T efectores). Los linfocitos Treg se caracterizan por la expresion de
CD4, la subunidad a del receptor de IL-2 (CD25) y el factor de transcripcion con dominio “forkhead” P3 (FOXP3)
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(Sakaguchi, Annu Rev Immunol 22, 531-62 (2004)) y desempefian un papel critico en la induccién y el
mantenimiento de la autotolerancia periférica a antigenos, incluyendo los expresados por tumores.

Por “linfocitos T CD4" convencionales” se entiende linfocitos T CD4" distintos de los linfocitos T reguladores. Los
linfocitos T de memoria CD4" convencionales se caracterizan por la expresion de CD4, CD3, pero no FOXP3. Los
“linfocitos T de memoria CD4" convencionales” son un subconjunto de linfocitos T CD4" convencionales,
caracterizados ademas por la falta de expresién de CD45RA, a diferencia de los “linfocitos T indiferenciados CD4"
convencionales” que si expresan CD45RA.

Por “activacion selectiva de linfocitos Treg” se entiende la activacion de los linfocitos Treg esencialmente sin la
activacion simultanea de otros subconjuntos de linfocitos T (tales como linfocitos T cooperadores CD4", linfocitos T
citotéxicos CD8", linfocitos T NK) o linfocitos citoliticos naturales (NK). Los procedimientos para identificar y distinguir
estos tipos de células se describen en los ejemplos. La activacion puede incluir la induccion de la sefializacién del
receptor de IL-2 (como se mide, por ejemplo, mediante deteccibn de STAT5a fosforilado), la induccion de la
proliferacion (como se mide, por ejemplo, mediante deteccién de Ki-67) y/o la regulacién por incremento de la
expresion de marcadores de activacion (tales como, por ejemplo, CD25).

El término “conector peptidico” se refiere a un péptido que comprende uno o mas aminoacidos, tipicamente
aproximadamente 2-20 aminoacidos. Los conectores peptidicos se conocen en la técnica o se describen en el
presente documento. Los péptidos de conector no inmunogénicos adecuados incluyen, por ejemplo, los conectores
peptidicos (GaS)n, (SGa)n 0 Ga(SGa)n, “n” €s, en general, un nimero entre 1y 10, tipicamente entre 2 y 4.

El término “modificaciéon” se refiere a cualquier manipulaciéon del esqueleto peptidico (por ejemplo, secuencia de
aminoacidos) o a las modificaciones postraduccionales (por ejemplo, glucosilacién) de un polipéptido.

Una “modificacién botén en ojal” se refiere a una modificacion en la interfase entre dos cadenas pesadas de
inmunoglobulina en el dominio CH3, en la que i) en el dominio CH3 de una cadena pesada, se reemplaza un residuo
de aminoécido por un residuo de aminoacido que tiene un volumen de cadena lateral mas grande, generando de
este modo una protuberancia (“botdn”) en la interfase en el dominio CH3 de una cadena pesada que se puede
posicionar en una cavidad (“ojal”’) en la interfase en el dominio CH3 de la otra cadena pesada y ii) en el dominio CH3
de la otra cadena pesada, se reemplaza un residuo de aminoacido por un residuo de aminoacido que tiene un
volumen de cadena lateral mas pequefio, generando de este modo una cavidad (“ojal”) en la interfase en el segundo
dominio CH3 en la que se puede posicionar una protuberancia (“botdn”) en la interfase en el primer dominio CH3. En
un modo de realizacién, la “modificacion botdn en ojal” comprende la sustitucion de aminoacido T366W y
opcionalmente la sustitucién de aminoacido S354C en una de las cadenas pesadas de anticuerpo y las sustituciones
de aminoéacido T366S, L368A, Y407V y opcionalmente Y349C en la otra de las cadenas pesadas de anticuerpo. La
tecnologia de botén en ojal se describe, por ejemplo, en los documentos US 5.731.168; US 7.695.936; Ridgway et
al., Prot Eng 9, 617-621 (1996) y Carter, J Immunol Meth 248, 7-15 (2001). En general, el procedimiento implica
introducir una protuberancia (“botén”) en la interfase de un primer polipéptido y una cavidad correspondiente (“ojal”)
en la interfase de un segundo polipéptido, de tal manera que la protuberancia se pueda posicionar en la cavidad
para promover la formacion de heterodimeros y dificultar la formacion de homodimeros. Las protuberancias se
construyen reemplazando cadenas laterales de aminoacido pequefias de la interfase del primer polipéptido por
cadenas laterales mas grandes (por ejemplo, tirosina o tripté6fano). Se crean cavidades compensadoras de tamarfio
idéntico o similar a las protuberancias en la interfase del segundo polipéptido reemplazando cadenas laterales de
aminoéacido grandes por otras mas pequefias (por ejemplo, alanina o treonina). La introduccién de dos residuos de
cisteina en la posicion S354 e Y349, respectivamente, da como resultado la formacion de un puente disulfuro entre
las dos cadenas pesadas de anticuerpo en la region Fc, estabilizando ademas el dimero (Carter, J Immunol Methods
248, 7-15 (2001)).

Una “sustitucion” de aminoacido se refiere al reemplazo en un polipéptido de un aminoacido por otro aminoacido. En
un modo de realizacién, un aminoacido se reemplaza por otro aminoacido que tiene propiedades estructurales y/o
guimicas similares, por ejemplo, reemplazos de aminoacido conservadores. Se pueden realizar sustituciones de
aminoécido "conservadoras", por ejemplo, en base a la similitud de polaridad, carga, solubilidad, hidrofobia, hidrofilia
y/o la naturaleza anfipatica de los residuos implicados. Por ejemplo, los aminoacidos no polares (hidréfobos)
incluyen alanina, leucina, isoleucina, valina, prolina, fenilalanina, triptéfano y metionina; los aminoacidos neutros
polares incluyen glicina, serina, treonina, cisteina, tirosina, asparagina y glutamina; los aminoacidos cargados
positivamente (basicos) incluyen arginina, lisina e histidina; y los aminoacidos cargados negativamente (acidos)
incluyen acido aspartico y acido glutamico. Las sustituciones no conservadoras conllevaran el intercambio de un
miembro de una de estas clases por otra clase. Por ejemplo, las sustituciones de aminoacido también pueden dar
como resultado el reemplazo de un aminoacido por otro aminoacido que tenga diferentes propiedades estructurales
y/o quimicas, por ejemplo, reemplazando un aminoacido de un grupo (por ejemplo, polar) por otro aminoacido de un
grupo diferente (por ejemplo, basico). Se pueden generar mutaciones de aminoacido usando procedimientos
genéticos o quimicos bien conocidos en la técnica. Los procedimientos genéticos pueden incluir mutagénesis
dirigida a sitio, PCR, sintesis génica y similares. Se contempla que también pueden ser Utiles procedimientos de
alteracion del grupo de cadena lateral de un aminoacido mediante procedimientos distintos de genomanipulacion,
tales como modificacién quimica. Se pueden usar diversas designaciones en el presente documento para indicar la
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misma sustitucion de aminoacido. Por ejemplo, se puede indicar una sustitucién de prolina en la posicion 329 de la
cadena pesada de inmunoglobulina con glicina como 329G, G329, G329, P329G 0 Pro329Gly.

“Porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminoacidos” con respecto a una secuencia de polipéptido de
referencia se define como el porcentaje de residuos de aminoacido de una secuencia candidata que son idénticos a
los residuos de aminoacido en la secuencia de polipéptido de referencia, después de alinear las secuencias e
introducir huecos, si fuera necesario, para lograr el maximo porcentaje de identidad de secuencia, y sin tener en
consideraciéon ninguna sustitucion conservadora como parte de la identidad de secuencia. Se puede lograr la
alineacion para los propésitos de determinacion del porcentaje de identidad de secuencia de aminoéacidos de
diversas maneras que se encuentran dentro de la experiencia en la técnica, por ejemplo, usando un programa
informético disponible pudblicamente, tal como el programa informatico BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign
(DNASTAR). Los expertos en la técnica pueden determinar los pardmetros apropiados para alinear secuencias,
incluyendo cualquier algoritmo necesario para lograr una alineacion méxima sobre la longitud completa de las
secuencias que se comparan. Para los propésitos en el presente documento, sin embargo, se generan los valores
del % de identidad de secuencia de aminoacidos usando el programa de ordenador de comparacion de secuencias
ALIGN-2. El programa de ordenador de comparacion de secuencias ALIGN-2 se cre6 por Genentech, Inc., y el
cadigo fuente se ha presentado con la documentacion de usuario en la Oficina de Derechos de Autor de EE. UU.,
Washington DC, 20559, donde se ha registrado con el n.° de registro de derechos de autor de EE. UU. TXU510087.
El programa ALIGN-2 esta disponible publicamente de Genentech, Inc., South San Francisco, California, o se puede
compilar a partir del cédigo fuente. El programa ALIGN-2 se debe compilar para su uso en un sistema operativo
UNIX, incluyendo UNIX V4.0D digital. Todos los parametros de comparacion de secuencias se establecen por el
programa ALIGN-2 y no varian. En situaciones en las que se emplea ALIGN-2 para las comparaciones de
secuencias de aminoacidos, el % de identidad de secuencia de aminoécidos de una secuencia de aminoécidos dada
A con respecto a, con o frente a una secuencia de aminoacidos dada B (que, de forma alternativa, se puede
parafrasear como una secuencia de aminoacidos dada A que tiene o comprende un determinado % de identidad de
secuencia de amino&cidos con respecto a, con o frente a una secuencia de aminoacidos dada B) se calcula como
sigue:

100 veces la fraccion X/Y

donde X es el nimero de residuos de aminoacido puntuados como emparejamientos idénticos mediante el programa
de alineacion de secuencias ALIGN-2 en esa alineacion del programa de Ay B, y donde Y es el numero total de
residuos de aminoacido en B. Se apreciara que si la longitud de la secuencia de aminoacidos A no es igual a la
longitud de la secuencia de aminoéacidos B, el % de identidad de secuencia de aminoacidos de A con respecto a B
no igualara el % de identidad de secuencia de aminoacidos de B con respecto a A. A menos que se indique
especificamente de otro modo, todos los valores del % de identidad de secuencia de aminoacidos usados en el
presente documento se obtienen como se describe en el parrafo inmediatamente precedente usando el programa de
ordenador ALIGN-2.

“Polinuclestido” o “acido nucleico”, como se usa indistintamente en el presente documento, se refiere a polimeros de
nucleétidos de cualquier longitud, e incluyen ADN y ARN. Los nucledtidos pueden ser desoxirribonucleotidos,
ribonucledtidos, bases o nucleétidos modificados, y/o sus analogos, o cualquier sustrato que se pueda incorporar en
un polimero mediante ADN o ARN polimerasa, o mediante una reaccion sintética. Un polinucleétido puede
comprender nucledtidos modificados, tales como nucleétidos metilados y sus analogos. Se puede interrumpir una
secuencia de nucledtidos mediante componentes distintos a nucle6tidos. Un polinucleétido puede comprender una
modificacién/modificaciones realizada(s) después de la sintesis, tales como su conjugacion con un marcador.

Por un acido nucleico o polinucleétido que tiene una secuencia de nucledtidos al menos, por ejemplo, un 95 %
“idéntica” a una secuencia de nucleotidos de referencia de la presente invencion, se pretende que la secuencia de
nucleétidos del polinucledtido sea idéntica a la secuencia de referencia excepto porque la secuencia de
polinucledtido pueda incluir hasta cinco mutaciones puntuales por cada 100 nucleétidos de la secuencia de
nucleétidos de referencia. En otras palabras, para obtener un polinucleétido que tenga una secuencia de nucleétidos
al menos un 95 % idéntica a una secuencia de nucledtidos de referencia, hasta un 5% de los nucleétidos en la
secuencia de referencia se puede delecionar o sustituir con otro nucleétido, o un nimero de nucleétidos hasta un
5 % de los nucledtidos totales en la secuencia de referencia se puede insertar en la secuencia de referencia. Estas
alteraciones de la secuencia de referencia se pueden producir en las posiciones terminales 5’ o 3’ de la secuencia
de nucledtidos de referencia o en cualquier parte entre esas posiciones terminales, intercaladas individualmente
entre residuos en la secuencia de referencia o bien en uno o mas grupos contiguos en de la secuencia de referencia.
Como una cuestion practica, si cualquier secuencia de polinucleétido particular es al menos un 80 %, 85 %, 90 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % idéntica a una secuencia de nucleétidos de la presente invencion, se puede
determinar convencionalmente usando programas de ordenador conocidos, tales como los analizados anteriormente
para los polipéptidos (por ejemplo, ALIGN-2).

El término “vector”, como se usa en el presente documento, se refiere a una molécula de acido nucleico que puede

propagar otro acido nucleico al que se enlaza. El término incluye el vector como una estructura de acido nucleico
autorreplicante, asi como el vector incorporado en el genoma de una célula huésped en la que se ha introducido.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2704 731 T3

Determinados vectores pueden dirigir la expresion de los acidos nucleicos a los que se enlazan funcionalmente.
Dichos vectores se denominan en el presente documento “vectores de expresion”.

Los términos “célula huésped”, “linea de células huésped” y “cultivo de células huésped” se usan indistintamente y
se refieren a células en las que se ha introducido acido nucleico exégeno, incluyendo la descendencia de dichas
células. Las células huésped incluyen “transformantes” y “células transformadas”, que incluyen la célula
transformada primaria y la descendencia derivada de la misma independientemente del nimero de pases. La
descendencia puede que no sea completamente idéntica en el contenido de acido nucleico a una célula original,
pero puede contener mutaciones. La descendencia mutante que tiene la misma funcién o actividad biolégica que la
cribada o seleccionada en la célula transformada originalmente se incluye en el presente documento. Una célula
huésped es cualquier tipo de sistema celular que se puede usar para generar las proteinas de fusion de la presente
invencion. Las células huésped incluyen células cultivadas, por ejemplo, células cultivadas de mamifero, tales como
células CHO, células BHK, células NSO, células SP2/0, células de mieloma YO, células de mieloma de ratdon P3X63,
células PER, células PER.C6 o células de hibridoma, células de levadura, células de insecto y células vegetales, por
nombrar solo unas pocas, pero también células comprendidas en un animal transgénico, planta transgénica o tejido
vegetal o animal cultivado.

Una “cantidad eficaz” de un agente se refiere a la cantidad que es necesaria para dar como resultado un cambio
fisiologico en la célula o tejido al que se administra.

Una “cantidad terapéuticamente eficaz” de un agente, por ejemplo, una composicion farmacéutica, se refiere a una
cantidad eficaz, en dosificaciones y durante periodos de tiempo necesarios, para lograr el resultado terapéutico o
profilactico deseado. Una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente, por ejemplo, elimina, disminuye, retarda,
minimiza o previene los efectos adversos de una enfermedad.

Un “individuo” o “sujeto” es un mamifero. Los mamiferos incluyen, pero no se limitan a, animales domesticados (por
ejemplo, vacas, ovejas, gatos, perros y caballos), primates (por ejemplo, seres humanos y primates no humanos,
tales como monos), conejos y roedores (por ejemplo, ratones y ratas). En particular, el individuo o sujeto es un ser
humano.

La expresion "composicion farmacéutica" se refiere a una preparacion que esta en tal forma que permite que la
actividad biolégica de un ingrediente activo contenido en la misma sea eficaz, y que no contiene ninglin componente
adicional que sea inaceptablemente toxico para un sujeto al que se administrara la formulacion.

Un “vehiculo farmacéuticamente aceptable” se refiere a un ingrediente en una composicion farmacéutica, distinto de
un ingrediente activo, que no sea téxico para un sujeto. Un vehiculo farmacéuticamente aceptable incluye, pero no
se limita a, un tampon, excipiente, estabilizante o conservante.

Como se usa en el presente documento, “tratamiento” (y las variaciones gramaticales del mismo, tales como “tratar”
o “que trata”) se refiere a la intervencion clinica en un intento de alterar la evolucion natural de una enfermedad en el
individuo que se esta tratando, y que se puede realizar por profilaxis o bien durante la evolucién de una patologia
clinica. Los efectos deseables del tratamiento incluyen, pero no se limitan a, prevencion de la aparicion o recidiva de
la enfermedad, alivio de los sintomas, disminucidon de cualquier consecuencia patologica directa o indirecta de la
enfermedad, prevencion de las metastasis, disminucién de la tasa de progresion de la enfermedad, mejora o
atenuacion de la enfermedad y remision o pronostico mejorado. En algunos modos de realizacion, se usan los
anticuerpos de la invencion para retardar el desarrollo de una enfermedad o para ralentizar la progresion de una
enfermedad.

“Enfermedad autoinmunitaria” se refiere a una enfermedad o trastorno no maligno que surge desde y se dirige frente
a los tejidos de un individuo. Los ejemplos de enfermedades o trastornos autoinmunitarios incluyen, pero no se
limitan a, respuestas inflamatorias, tales como dermatosis inflamatorias, incluyendo psoriasis y dermatitis (por
ejemplo, dermatitis atopica); respuestas asociadas con una enfermedad inflamatoria intestinal (tal como enfermedad
de Crohn y colitis ulcerosa); dermatitis; afecciones alérgicas, tales como eccema y asma; artritis reumatoide; lupus
eritematoso diseminado (LED) (incluyendo, pero sin limitarse a, nefritis lUpica, lupus cutaneo); diabetes mellitus (por
ejemplo, diabetes mellitus de tipo 1 o diabetes mellitus insulinodependiente); esclerosis mdultiple y diabetes juvenil.

Proteinas de fusiéon de lainvencién

La invencion proporciona proteinas de fusién inmunoglobulina-IL-2 novedosas con propiedades, en particular,
ventajosas para el uso en procedimientos terapéuticos como se describe en el presente documento.

En un primer aspecto, la invencién proporciona una proteina de fusién que comprende (i) una molécula de
inmunoglobulina que no se puede unir especificamente a un antigeno y (ii) dos moléculas de interleucina 2 (IL-2)
mutante que comprenden una mutacion de aminoacido que reduce afinidad de la molécula de IL-2 mutante con
respecto al receptor de IL-2 de afinidad intermedia, en comparacion con una molécula de IL-2 natural, en la que las
moléculas de IL-2 mutante comprenden la secuencia de la SEQ ID NO: 58.

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2704 731 T3

En un modo de realizacién, dicha proteina de fusién consiste esencialmente en una molécula de inmunoglobulina
gque no se puede unir especificamente a un antigeno, dos moléculas de interleucina 2 (IL-2) mutante que
comprenden una mutacién de aminoacido que reduce la afinidad de la molécula de IL-2 mutante con respecto al
receptor de IL-2 de afinidad intermedia, en comparacién con una molécula de IL-2 natural, en la que las moléculas
de IL-2 mutante comprenden la secuencia de la SEQ ID NO: 58, y opcionalmente uno o mas conectores peptidicos.

Como se muestra en los ejemplos, una proteina de fusién que comprende dos moléculas de IL-2 proporciona
sorprendentemente una eficacia y selectividad enormemente mejoradas en la activacion de los linfocitos T
reguladores en comparaciéon con una proteina de fusién correspondiente que comprende una molécula de IL-2
Unica. Ademas, solo una proteina de fusion que comprende dos moléculas de IL-2 mutante (en lugar de solo una)
con union reducida al receptor de IL-2 de afinidad intermedia retiene una actividad estimuladora significativa en los
linfocitos T reguladores.

En un modo de realizacidn, dicha molécula de inmunoglobulina es una molécula de inmunoglobulina de clase 1gG,
en particular, una molécula de inmunoglobulina de subclase IgG:. En un modo de realizacion, dicha molécula de
inmunoglobulina es una molécula de inmunoglobulina humana, es decir, comprende regiones variables y constantes
completamente humanas. La secuencia de una region constante de IgG: humana ejemplar se muestra en la SEQ ID
NO: 8. Una molécula de inmunoglobulina de clase 1IgG comprende (i) dos cadenas ligeras de inmunoglobulina,
comprendiendo cada una desde el extremo N al C un dominio variable de la cadena ligera (VL) y un dominio
constante de la cadena ligera (CL) y (ii) dos cadenas pesadas de inmunoglobulina, comprendiendo cada una desde
el extremo N al extremo C un dominio variable de la cadena pesada (VH), un dominio constante de la cadena
pesada (CH)1, una region bisagra de inmunoglobulina, un dominio CH2 y un dominio CH3. Los dos ultimos dominios
forman parte de la region Fc de la molécula de inmunoglobulina. Las dos cadenas pesadas se dimerizan en la region
Fc.

En un modo de realizacion de la proteina de fusiéon de acuerdo con la invencion, dichas dos moléculas de IL-2
mutante se fusionan cada una en su aminoacido N terminal con el aminoéacido C terminal de una de las cadenas
pesadas de inmunoglobulina de dicha molécula de inmunoglobulina, opcionalmente a través de un conector
peptidico. La fusién de dos moléculas de IL-2 (idénticas) con las cadenas pesadas de inmunoglobulina permite la
produccién simple de la proteina de fusién, evitando la formacion de productos secundarios no deseados y obviando
la necesidad de realizar modificaciones que promuevan la heterodimerizacion de cadenas pesadas no idénticas, tal
como una modificacién boton en ojal.

En determinados modos de realizacion de la proteina de fusién de acuerdo con la invencion, dichas dos moléculas
de IL-2 mutante se fusionan con dicha molécula de inmunoglobulina a través de un conector peptidico. En un modo
de realizacién, dichas dos moléculas de IL-2 mutante se fusionan cada una con dicha molécula de inmunoglobulina
a través de un conector peptidico. En un modo de realizacién, dichas dos moléculas de IL-2 mutante se fusionan
cada una en su aminoacido N terminal con el aminoacido C terminal de una de las cadenas pesadas de
inmunoglobulina de dicha molécula de inmunoglobulina, a través de un conector peptidico. En un modo de
realizacion, cada una de dichas moléculas de IL-2 mutante se fusiona con dicha molécula de inmunoglobulina a
través de un conector peptidico que tiene una secuencia de aminoacidos idéntica. En un modo de realizacion, dicho
conector peptidico comprende al menos 10 aminoacidos. En un modo de realizacién particular, dicho conector
peptidico comprende al menos 15 aminoacidos. Sin pretender vincularse a ninguna teoria, un conector peptidico de
esta longitud puede proporcionar la flexibilidad para la unién éptima de las moléculas de IL-2 mutante al receptor de
IL-2, en particular, el receptor de IL-2 de afinidad alta (heterotrimérico). En un modo de realizacion especifico, dicho
conector peptidico comprende 15 aminoacidos. En un modo de realizacion incluso mas especifico, dicho conector
peptidico comprende la secuencia de aminoacidos (G4S); (SEQ ID NO: 66). En un modo de realizacion, dicho
conector peptidico tiene una longitud de 15 aminoacidos. En un modo de realizacién, dicho conector peptidico tiene
la secuencia de aminoacidos (G4S)3 (SEQ ID NO: 66). En un modo de realizacion, dicho conector peptidico consiste
en 15 aminoacidos. En un modo de realizacion, dicho conector peptidico consiste en la secuencia de aminoacidos
(G4S)3 (SEQ ID NO: 66).

La fusion de las moléculas de IL-2 con una molécula de inmunoglobulina proporciona propiedades farmacocinéticas
favorables, incluyendo una larga semivida en suero (debido al reciclado a través de la unién a FcRn y estando el
tamafio molecular muy por encima del umbral para la filtracion renal) en comparacion con la IL-2 libre (sin fusionar).
Ademas, la presencia de una molécula de inmunoglobulina también posibilita la purificacion simple de proteinas de
fusién, por ejemplo, mediante cromatografia de afinidad con proteina A. De forma interesante, como se muestra en
los ejemplos, una proteina de fusion que comprende dos moléculas de IL-2 mutante con unién reducida al receptor
de IL-2 de afinidad intermedia tiene una semivida en suero mas larga que una proteina de fusioén correspondiente
que comprende dos moléculas de IL-2 natural. La fusién con una molécula de inmunoglobulina, es decir, un tipo de
molécula natural, también puede minimizar la toxicidad de la proteina de fusion a través de la formaciéon de
anticuerpos dirigidos frente a farmacos.

Mientras que la presencia de una molécula de inmunoglobulina, especificamente la region Fc de una molécula de
inmunoglobulina, es favorable para las propiedades farmacocinéticas de la proteina de fusién, al mismo tiempo
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puede dar lugar a un direccionamiento no deseable de la proteina de fusion hacia células que expresen receptores
Fc en lugar de hacia las células que contienen el receptor de IL-2 preferentes. Ademas, el acoplamiento de los
receptores Fc puede dar lugar a la liberacion de citocinas (proinflamatorias) y la activacion no deseada de diversas
células inmunitarias distintas de los linfocitos T reguladores. Por lo tanto, en determinados modos de realizacion,
dicha molécula de inmunoglobulina comprendida en la proteina de fusién de la invencion comprende una
modificacién que reduce la afinidad de unién de la molécula de inmunoglobulina a un receptor Fc en comparacién
con una molécula de inmunoglobulina correspondiente sin dicha modificaciéon. En un modo de realizacion especifico,
dicho receptor Fc es un receptor Fcy, en particular, un receptor Fcy humano. Se puede determinar facilmente la
afinidad de union a los receptores Fc, por ejemplo, mediante ELISA, o mediante resonancia de plasmén superficial
(RPS) usando instrumentacion estandar, tal como un instrumento BlAcore (GE Healthcare), y se pueden obtener
receptores Fc, tales como, mediante expresién recombinante. En lo que sigue se describe un modo de realizacion
ilustrativo y ejemplar especifico para medir la afinidad de unién. De acuerdo con un modo de realizacion, la afinidad
de unién a un receptor Fc se mide mediante resonancia de plasmén superficial usando una maquina BIACORE®
T100 (GE Healthcare) a 25 °C con ligando (receptor Fc) inmovilizado en chips CM5. En resumen, se activan chips
de biosensor de dextrano carboximetilado (CM5, GE Healthcare) con clorhidrato de N-etil-N’-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) y N-hidroxisuccinimida (NHS) de acuerdo con las instrucciones del proveedor.
El ligando recombinante se diluye con acetato de sodio 10 mM, pH 5,5, a 0,5-30 ug/ml antes de su inyeccién a un
caudal de 10 pl/min para lograr aproximadamente 100-5000 unidades de respuesta (UR) de proteina acoplada. Tras
la inyeccion del ligando, se inyecta etanolamina 1 M para bloquear los grupos sin reaccionar. Para las medidas
cinéticas, se inyectan diluciones en serie de tres a cinco veces del anticuerpo (intervalo entre ~0,01 nM a 300 nM) en
HBS-EP+ (GE Healthcare, HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM, tensioactivo P20 al 0,05 %, pH 7,4) a 25 °C
a un caudal de aproximadamente 30-50 pl/min. Se calculan las velocidades de asociacion (kas) y las velocidades de
disociacion (kqis) usando un simple modelo de unién uno a uno de Langmuir (programa informético de evaluacion de
BIACORE ® T100, version 1.1.1) ajustando simultdneamente los sensogramas de asociacion y disociacion. Se
calcula la constante de disociacién en equilibrio (Kp) como la proporcion Kais/kas. V€ase, por ejemplo, Chen et al, J
Mol Biol 293, 865-881 (1999). De forma alternativa, se pueden evaluar los anticuerpos con afinidad de unién con
respecto a los receptores Fc usando lineas de células que se sabe que expresan receptores Fc particulares, tales
como los linfocitos NK que expresan el receptor Fcyllla.

En un modo de realizacién, la modificacion comprende una o mas mutaciones de aminoacido que reducen la
afinidad de union de la inmunoglobulina con respecto a un receptor Fc. En un modo de realizacidn, la mutacion de
aminoacido es una sustitucion de aminoacido. Tipicamente, la misma o mas mutaciones de aminoacido estan
presentes en cada una de las dos cadenas pesadas de inmunoglobulina. En un modo de realizacion, dicha mutacion
de aminoéacido reduce la afinidad de unién de la inmunoglobulina con respecto al receptor Fc en al menos 2 veces,
al menos 5 veces o al menos 10 veces. En modos de realizacién donde existe mas de una mutacion de aminoacido
que reduce la afinidad de union de la inmunoglobulina con respecto al receptor Fc, la combinacion de estas
mutaciones de aminoéacido puede reducir la afinidad de unién de la inmunoglobulina con respecto al receptor Fc en
al menos 10 veces, al menos 20 veces o incluso al menos 50 veces. En un modo de realizacion, dicha molécula de
inmunoglobulina presenta menos de un 20 %, en particular, menos de un 10 %, mas en particular, menos de un 5 %
de la afinidad de unién con respecto a un receptor Fc en comparacion con una molécula de inmunoglobulina
correspondiente sin dicha modificacion.

En un modo de realizacion, dicho receptor Fc es un receptor Fc activador. En un modo de realizaciéon especifico,
dicho receptor Fc se selecciona del grupo de FcyRllla (CD16a), FcyRI (CD64), FcyRlla (CD32) y FcaRI (CD89). En
un modo de realizacidn especifico, el receptor Fc es un receptor Fcy, mas especificamente un receptor FcyRllla,
FcyRI o FcyRlla. Preferentemente, se reduce la afinidad de unién con respecto a cada uno de estos receptores. En
un modo de realizaciéon incluso mas especifico, dicho receptor Fc es Fcyllla, en particular, Fcyllla humano. En
algunos modos de realizacion, también se reduce la afinidad de unién con respecto a un componente del
complemento, especificamente la afinidad de unién con respecto a C1g. En un modo de realizacién, no se reduce la
afinidad de unién con respecto al receptor Fc neonatal (FcRn). La unidn sustancialmente similar a FcRn, es decir, la
preservacion de la afinidad de union de la molécula de inmunoglobulina con respecto a dicho receptor, se logra
cuando la molécula de inmunoglobulina presenta méas de aproximadamente un 70 % de la afinidad de unién de una
forma sin modificar de la molécula de inmunoglobulina con respecto a FcRn. Las moléculas de inmunoglobulina
comprendidas en las proteinas de fusién de la invencién pueden presentar mas de aproximadamente un 80 % e
incluso mas de aproximadamente un 90 % de dicha afinidad.

En un modo de realizacion, dicha modificacion que reduce la afinidad de union de la molécula de inmunoglobulina
con respecto a un receptor Fc esta en la region Fc, en particular, la region CH2, de la molécula de inmunoglobulina.
En un modo de realizacion, dicha molécula de inmunoglobulina comprende una sustitucién de aminoacido en la
posicion 329 (numeraciéon EU) de las cadenas pesadas de inmunoglobulina. En un modo de realizacion mas
especifico, la sustitucién de aminoacido es P329A o P329G, en particular, P329G. En un modo de realizacion, dicha
molécula de inmunoglobulina comprende sustituciones de aminoacido en las posiciones 234 y 235 (numeracion EU)
de las cadenas pesadas de inmunoglobulina. En un modo de realizacién especifico, dichas sustituciones de
aminoacido son L234A y L235A (LALA). En un modo de realizacién, dicha molécula de inmunoglobulina comprende
una sustitucion de aminoacido en la posicidon 329 (numeracion EU) de las cadenas pesadas de anticuerpo y otra
sustitucion de aminoacido en una posicion seleccionada de la posicién 228, 233, 234, 235, 297 y 331 de las cadenas
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pesadas de inmunoglobulina (numeracién EU). En un modo de realizacion mas especifico, la otra sustitucion de
aminoacido es S228P, E233P, L234A, L235A, L235E, N297A, N297D o P331S. En un modo de realizacion
particular, dicha molécula de inmunoglobulina comprende sustituciones de aminoéacido en las posiciones P329, L234
y L235 (numeracion EU) de las cadenas pesadas de inmunoglobulina. En un modo de realizacion mas particular,
dicha molécula de inmunoglobulina comprende las sustituciones de aminoacido L234A, L235A y P329G (LALA
P329G; numeraciéon EU) en las cadenas pesadas de inmunoglobulina. Esta combinaciéon de sustituciones de
aminoacido anula, en particular, eficientemente la uniéon al receptor Fcy de una inmunoglobulina de clase 1gG
humana, como se describe en la publicacion PCT n.° WO 2012/130831. La publicaciéon PCT n.° WO 2012/130831
también describe procedimientos de preparacién de dicha inmunoglobulina modificada y procedimientos para
determinar sus propiedades, tales como la unién al receptor Fc o las funciones efectoras.

Se pueden preparar inmunoglobulinas que comprenden modificaciones en las cadenas pesadas de inmunoglobulina
mediante delecidn, sustitucion, insercion o modificacion de aminoacido usando procedimientos genéticos o quimicos
bien conocidos en la técnica. Los procedimientos genéticos pueden incluir mutagénesis especifica de sitio de la
secuencia de ADN codificante, PCR, sintesis génica y similares. Los cambios de nucleétido correctos se pueden
verificar, por ejemplo, mediante secuenciacion.

Las inmunoglobulinas o anticuerpos que comprenden modificaciones que reducen la unién al receptor Fc tienen, en
general, funciones efectoras reducidas, en particular, ADCC reducida en comparaciéon con las inmunoglobulinas o
anticuerpos sin modificar correspondientes. De ahi que en un modo de realizacion dicha modificacion que reduce la
afinidad de union de la molécula de inmunoglobulina con respecto a un receptor Fc reduzca la funcion efectora de la
molécula de inmunoglobulina. En un modo de realizacion especifico, dicha funcion efectora es la citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos (ADCC). En un modo de realizacion, se reduce la ADCC a menos de un 20 % de la
ADCC inducida por una molécula de inmunoglobulina correspondiente sin dicha modificacion. La funcion efectora de
una inmunoglobulina o anticuerpo se puede medir mediante procedimientos conocidos en la técnica. Los ejemplos
de ensayos in vitro para evaluar la actividad de ADCC de una molécula de interés se describen en la patente de
EE. UU. n.° 5.500.362; Hellstrom et al. Proc Natl Acad Sci USA 83, 7059-7063 (1986) y Hellstrom et al., Proc Natl
Acad Sci USA 82, 1499-1502 (1985); la patente de EE. UU. n.° 5.821.337; Bruggemann et al., J Exp Med 166, 1351-
1361 (1987). De forma alternativa, se pueden emplear procedimientos de ensayos no radiactivos (véase, por
ejemplo, el ensayo de citotoxicidad no radiactivo ACTI™ para citometria de flujo (CellTechnology, Inc. Mountain
View, CA); y el ensayo de citotoxicidad no radiactivo CytoTox 96® (Promega, Madison, WI). Las células efectoras
utiles para dichos ensayos incluyen células mononucleares de sangre periférica (PBMC) y linfocitos citoliticos
naturales (NK). De forma alternativa, o adicionalmente, se puede evaluar la actividad de ADCC de la molécula de
interés in vivo, por ejemplo, en un modelo animal tal como el divulgado en Clynes et al., Proc Natl Acad Sci USA 95,
652-656 (1998). En algunos modos de realizacion, también se reduce la union de la molécula de inmunoglobulina a
un componente del complemento, especificamente a Clg. En consecuencia, también se puede reducir la
citotoxicidad dependiente del complemento (CDC). Se pueden llevar a cabo ensayos de unibn a Clq para
determinar si la inmunoglobulina se puede unir a Clq y, de ahi, que tenga actividad CDC. Véase, por ejemplo,
ELISA de unién a Clq y C3c en los documentos WO 2006/029879 y WO 2005/100402. Para evaluar la activacion
del complemento se puede realizar un ensayo de CDC (véase, por ejemplo, Gazzano-Santoro et al., J Immunol
Methods 202, 163 (1996); Cragg et al., Blood 101, 1045-1052 (2003); y Cragg y Glennie, Blood 103, 2738-2743
(2004)).

Ademas de las moléculas de inmunoglobulina descritas anteriormente en el presente documento y en la publicacion
PCT n.° WO 2012/130831, las inmunoglobulinas con union al receptor Fc y/o funcién efectora reducidas también
incluyen aquellas con sustitucién de uno o mas de los residuos de la regiéon Fc 238, 265, 269, 270, 297, 327 y 329
(patente de EE. UU. n.° 6.737.056). Dichos mutantes de Fc incluyen mutantes de Fc con sustituciones en dos 0 mas
de las posiciones de aminoacido 265, 269, 270, 297 y 327, incluyendo el llamado mutante de Fc “DANA” con la
sustitucion de los residuos 265 y 297 a alanina (patente de EE. UU. n.° 7.332.581).

Las inmunoglobulinas de subclase 1gG4 presentan una afinidad de unién reducida con respecto a los receptores Fc y
funciones efectoras reducidas en comparacion con las inmunoglobulinas IgG:. De ahi que en algunos modos de
realizacién dicha molécula de inmunoglobulina comprendida en la proteina de fusion de la invencién sea una
inmunoglobulina de subclase IgGa, en particular, una inmunoglobulina de subclase 1I9gG4 humana. En un modo de
realizacién, dicha inmunoglobulina de subclase IgGs comprende sustituciones de aminoéacido en la region Fc en la
posicion S228 (numeracién EU), especificamente la sustitucién de aminoacido S228P. Para reducir ademas su
afinidad de unién con respecto a un receptor Fc y/o su funcion efectora, en un modo de realizacién, dicha
inmunoglobulina de subclase IgG4 comprende una sustitucion de aminoacido en la posicién L235, especificamente la
sustitucion de aminoacido L235E (numeracién EU). En otro modo de realizacién, dicha inmunoglobulina de subclase
IgG4 comprende una sustitucion de aminoacido en la posicién P329, especificamente la sustitucion de aminoacido
P329G (numeraciéon EU). En un modo de realizacion particular, dicha inmunoglobulina de subclase 1gG4 comprende
las sustituciones de aminoacido en las posiciones S228, L235 y P329, especificamente las sustituciones de
aminoacido S228P, L235E y P329G (numeracién EU). Dichas inmunoglobulinas de subclase IgG4 modificadas y sus
propiedades de union al receptor Fcy se describen en la publicacion PCT n.° WO 2012/130831.

En un modo de realizacién, dicha molécula de inmunoglobulina se puede unir especificamente a un antigeno. En un
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modo de realizacién, dicha molécula de inmunoglobulina es un anticuerpo monoclonal. En un modo de realizacion,
dicha molécula de inmunoglobulina no se puede unir especificamente a un antigeno, en particular, no se puede unir
especificamente a un antigeno humano. La ausencia de unién especifica de dicha molécula de inmunoglobulina a un
antigeno (es decir, la ausencia de cualquier unién que se pueda discriminar de una interaccién no especifica) se
puede determinar, por ejemplo, mediante ELISA o resonancia de plasmén superficial como se describe en el
presente documento. Dicha molécula de inmunoglobulina es, en particular, Util, por ejemplo, para potenciar la
semivida en suero de la proteina de fusion, cuando no se desea el direccionamiento hacia un tejido particular.

En un modo de realizacién, dicha molécula de inmunoglobulina comprende una secuencia de la region variable de la
cadena pesada basada en la secuencia de estirpe germinal de Vh3-23 humana. En un modo de realizacién
especifico, dicha molécula de inmunoglobulina comprende una secuencia de la region variable de la cadena pesada
gue es al menos un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la secuencia de la SEQ ID NO: 9. En un modo
de realizacion, dicha molécula de inmunoglobulina comprende una secuencia de la region variable de la cadena
ligera basada en la secuencia de estirpe germinal de Vk3-20 humana. En un modo de realizacion especifico, dicha
molécula de inmunoglobulina comprende una secuencia de la region variable de la cadena ligera que es al menos
un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la secuencia de la SEQ ID NO: 11. En un modo de realizacion
incluso mas especifico, dicha molécula de inmunoglobulina comprende la secuencia de la regién variable de la
cadena pesada de la SEQ ID NO: 9 y la secuencia de la region variable de la cadena ligera de la SEQ ID NO: 11.
Las moléculas de inmunoglobulina que comprenden estas secuencias de la region variable no se pueden unir
especificamente a un antigeno, en particular, a un antigeno humano. Les falta la unién a tejidos normales, asi como
a PBMC, no tienen polirreactividad y no muestran ninguna acumulacion no especifica in vivo mediante formacion de
imagenes (datos no mostrados). Las secuencias de la region variable se basan totalmente en secuencias de estirpe
germinal humana, con la excepcion de la CDR3 de la cadena pesada, en la que se ha introducido una secuencia
GSG para generar una inmunoglobulina que no se una.

En un modo de realizacién, dichas moléculas de IL-2 mutante comprenden una mutacion de aminoacido en una
posicion correspondiente al residuo 88 de IL-2 humana (SEQ ID NO: 1); dicha mutacion de aminoacido es una
sustitucion de aminoacido; y, dicha sustitucion de aminoacido es N88D. En un modo de realizacién, dichas
moléculas de IL-2 mutante son moléculas de IL-2 humana. En un modo de realizacion, dichas moléculas de IL-2
mutante comprenden solo una mutacién de aminoacido que reduce la afinidad de la molécula de IL-2 mutante con
respecto al receptor de IL-2 de afinidad intermedia en comparacion con una molécula de IL-2 natural. En un modo de
realizacion, dichas moléculas de IL-2 mutante no comprenden una mutacion de aminoacido que altera la afinidad de
la molécula de IL-2 mutante con respecto al receptor de IL-2 de afinidad alta en comparacion con una molécula de
IL-2 natural. En un modo de realizacion, dichas moléculas de IL-2 mutante comprenden solo una mutacién de
aminoacido Unica que altera la afinidad de la molécula de IL-2 mutante con respecto a un receptor de IL-2 en
comparacion con una molécula de IL-2 natural.

En un modo de realizacién, dichas moléculas de IL-2 mutante comprenden ademas una sustitucién de aminoéacido
en una posicion correspondiente al residuo 125 de IL-2 humana; dicha sustitucion de aminoacido es C125A.

Las moléculas de IL-2 mutante comprendidas en la proteina de fusion de la invencion también pueden ser moléculas
de IL-2 sin glucosilar. Por ejemplo, la eliminacion del sitio de O-glucosilacién de la molécula de IL-2 da como
resultado un producto mas homogéneo cuando la proteina de fusiéon se expresa en células de mamifero, tales como
células CHO o HEK. Por tanto, en determinados modos de realizacion, las moléculas de IL-2 mutante comprenden
ademas una modificacién que elimina el sitio de O-glucosilacién de IL-2 en una posicién correspondiente al residuo 3
de IL-2 humana; siendo dicha modificacion que elimina el sitio de O-glucosilacién de IL-2 en una posicién
correspondiente al residuo 3 de IL-2 humana una sustitucion de amino&cido; y, siendo dicha sustitucion de
aminoacido T3A.

En un modo de realizacion particular, las moléculas de IL-2 mutante comprenden las sustituciones de aminoacido
T3A, N88D y C125A. En un modo de realizaciéon especifico, dichas moléculas de IL-2 mutante comprenden la
secuencia de la SEQ ID NO: 58 (IL-2 T3A N88D C125A).

En un modo de realizacion, la unién de la proteina de fusion de la invencion al receptor de IL-2 By esta al menos 1,5
veces, preferentemente al menos 2 veces o al menos 3 veces reducida en comparacion con la unidon de una proteina
de fusion correspondiente que comprende dos moléculas de IL-2 natural al receptor de IL-2 By. En un modo de
realizacion, la proteina de fusion de la invencién se une al receptor de IL-2 By con una constante de afinidad (Kp) al
menos 2 veces mas alta que la Kp de una proteina de fusién correspondiente que comprende dos moléculas de IL-2
natural, cuando se mide mediante RPS a 25 °C. En un modo de realizacién especifico, dicho receptor de IL-2 By es
el receptor de IL-2 By humano. En un modo de realizacion, la unién de la proteina de fusién de la invencion al
receptor de IL-2 a es aproximadamente igual a la uniéon de una proteina de fusién correspondiente que comprende
dos moléculas de IL-2 natural al receptor de IL-2 a. En un modo de realizacion, la proteina de fusién de la invencion
se une al receptor de IL-2 a con una constante de afinidad (Kp) aproximadamente igual a la Kp de una proteina de
fusion correspondiente que comprende dos moléculas de IL-2 natural, cuando se mide mediante RPS a 25 °C. En un
modo de realizacién especifico, dicho receptor de IL-2 a es el receptor de IL-2 a humano. En el presente documento
se describe un procedimiento para medir la afinidad de unién con respecto al receptor de IL-2 By o IL-2 a mediante
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RPS. De acuerdo con un modo de realizacién, se mide la afinidad de unién (Kp) mediante resonancia de plasmoén
superficial usando una maquina BIACORE® T200 (GE Healthcare) a 25 °C con receptores de IL-2 inmovilizados en
CMS o chips con estreptavidina. Se calcula la constante de afinidad (Kp) como la proporcién kgis'kas. Véase, por
ejemplo, Chen et al., J Mol Biol 293, 865-881 (1999).

En un aspecto particular, la invencién proporciona una proteina de fusién que comprende (i) una molécula de
inmunoglobulina de subclase IgG: que comprende las sustituciones de aminoacido L234A, L235A y P329G
(numeracién EU) en las cadenas pesadas de inmunoglobulina, y (ii) dos moléculas de interleucina 2 (IL-2) mutante
que comprenden la sustitucién de aminoacido N88D, cada una fusionada en su aminoacido N terminal con el
aminoacido C terminal de una de las cadenas pesadas de inmunoglobulina a través de un conector peptidico. En un
modo de realizacién, dicha molécula de inmunoglobulina y dichas moléculas de IL-2 son humanas. En un modo de
realizacién especifico, dicha molécula de inmunoglobulina comprende la secuencia de la regién variable de la
cadena pesada de la SEQ ID NO: 9y la secuencia de la region variable de la cadena ligera de la SEQ ID NO: 11. En
otro modo de realizacion especifico, dichas moléculas de IL-2 comprenden cada una la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 58. En otro modo de realizaciéon, dicho conector peptidico comprende la secuencia de
aminoacidos (G4S); (SEQ ID NO: 66). En un modo de realizacién incluso méas especifico, dicha proteina de fusion
comprende una secuencia de polipéptido que es al menos aproximadamente un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la secuencia de la SEQ ID NO: 50 y una secuencia de polipéptido que es al
menos aproximadamente un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la secuencia de la
SEQ ID NO: 19.

Como se muestra en los ejemplos, la proteina de fusién de la invencion activa selectivamente los linfocitos T
reguladores (es decir, esencialmente sin la activacion simultdnea de otros subconjuntos de linfocitos T y/o linfocitos
citoliticos naturales (NK)). Por tanto, en un aspecto, la invencion proporciona una proteina de fusion que comprende
una molécula de inmunoglobulina y dos moléculas de IL-2 mutante, en la que dicha proteina de fusién activa
selectivamente los linfocitos T reguladores sobre los linfocitos T efectores y los linfocitos NK, en particular, sobre los
linfocitos T CD4" convencionales, los linfocitos T CD8"* y los linfocitos NK. En un modo de realizacion, dicha proteina
de fusidn activa los linfocitos T reguladores al menos 10 veces, al menos 100 veces o al menos 1000 veces mas que
los linfocitos T efectores y los linfocitos NK. En un modo de realizacién, dicha proteina de fusion activa
selectivamente los linfocitos T reguladores sobre los linfocitos T de memoria CD4" convencionales. En un modo de
realizacién, dicha proteina de fusion activa los linfocitos T reguladores al menos 10 veces, al menos 100 veces o al
menos 1000 veces mas que los linfocitos T de memoria CD4" convencionales. En un modo de realizacién, se
determina dicha activacion mediante la medicion de los niveles de fosforilacion de STAT intracelular, en particular,
STAT5. En un modo de realizacién, dicha mediciéon de los niveles de fosforilacion de STAT intracelular se realiza
mediante andlisis por citometria de flujo. En un modo de realizacion, el valor de CEsq de dicha proteina de fusion
para la induccion de la sefalizacién del receptor de IL-2 en los linfocitos T reguladores es al menos 10 veces, al
menos 100 veces o al menos 1000 veces mas bajo que su valor de CEsg para la induccion de la sefializacién del
receptor de IL-2 en los linfocitos T efectores y en los linfocitos NK. En un modo de realizacion, dicha induccién de la
sefalizacidn del receptor de IL-2 es la induccion de la fosforilacion de STAT. En un modo de realizacion, el valor de
CEso de dicha proteina de fusion para la induccién de la sefializacion del receptor de IL-2 en los linfocitos T
reguladores es al menos 10 veces, al menos 100 veces o al menos 1000 veces mas bajo que su valor de CEsp para
la induccién de la sefializacién del receptor de IL-2 en los linfocitos T de memoria CD4" convencionales. En un modo
de realizacion, dicha induccion de la sefializacion del receptor de IL-2 es la induccién de la fosforilacion de STAT.

En otro aspecto, la invencion proporciona, en particular, la proteina de fusidon para su uso en la activaciéon selectiva
de los linfocitos T reguladores in vitro. En un modo de realizacion, dicho uso comprende poner en contacto linfocitos
T reguladores con dicha proteina de fusion in vitro. En un modo de realizacion, dicho uso comprende ademas poner
en contacto otros linfocitos T (no reguladores) con dicha proteina de fusion. En un modo de realizacion, dicho uso es
in vitro y dicha proteina de fusidén se usa a una concentracion de aproximadamente 10 ng/ml o0 menos, en particular,
aproximadamente 1 ng/ml o menos.

La invencién también proporciona un procedimiento para la activacion selectiva de los linfocitos T reguladores in
vitro, que comprende poner en contacto dichos linfocitos T reguladores con la proteina de fusion de la invencion. En
un modo de realizacion, dicho procedimiento comprende ademas poner en contacto otros linfocitos T (no
reguladores) con dicha proteina de fusion. En un modo de realizacion, dicha activacion comprende la induccion de la
proliferacidn y/o la induccion de la sefializacion del receptor de IL-2. En un modo de realizacién, dicho procedimiento
es in vitro y dicha proteina de fusion se usa a una concentracion de aproximadamente 10 ng/ml 0 menos, en
particular, aproximadamente 1 ng/ml o menos.

De acuerdo con determinados modos de realizacion de la proteina de fusidn, en el uso o procedimiento descrito en
los parrafos precedentes, dicha activacion comprende la induccion de la proliferacion de los linfocitos T reguladores
y/o la induccién de la sefializacion del receptor de IL-2 en los linfocitos T reguladores. Se puede medir la induccién
de la proliferacion, por ejemplo, mediante deteccion del marcador de proliferacion intracelular Ki-67, como se
describe en los ejemplos. En un modo de realizacién, la proliferacion de los linfocitos T reguladores activados por la
proteina de fusion de la invencion se incrementa al menos aproximadamente 1,5 veces, al menos aproximadamente
2 veces o0 al menos aproximadamente 3 veces en comparacion con la proliferacion de los linfocitos T reguladores no
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activados. En un modo de realizacién, se incrementa la proliferacion de otros linfocitos T (no reguladores) y/o
linfocitos NK que estan en contacto con la proteina de fusion de la invencion en menos de aproximadamente 1,5
veces, menos de aproximadamente 1,2 veces o menos de aproximadamente 1,1 veces en comparaciéon con la
proliferacion de las células correspondientes que no estan en contacto con dicha proteina de fusién. Se puede medir
la induccion de la sefializacion del receptor de IL-2, por ejemplo, mediante deteccion de STAT5 fosforilado, como se
describe en los ejemplos. En un modo de realizacién, la sefializacion del receptor de IL-2 en los linfocitos T
reguladores activados por la proteina de fusion de la invencion se incrementa al menos aproximadamente 1,5 veces,
al menos aproximadamente 2 veces, al menos aproximadamente 3 veces o0 al menos aproximadamente 5 veces en
comparacion con la sefalizacion del receptor de IL-2 en los linfocitos T reguladores no activados. En un modo de
realizacién, se incrementa la sefializacion del receptor de IL-2 en otros linfocitos T (no reguladores) y/o linfocitos NK
gue estan en contacto con la proteina de fusion de la invenciéon en menos de aproximadamente 1,5 veces, 0 menos
de aproximadamente 1,2 veces, 0 menos de aproximadamente 1,1 veces en comparacion con la sefializacion del
receptor de IL-2 en las células correspondientes que no estan en contacto con dicha proteina de fusion.

Polinucleétidos

La invencion proporciona ademas polinucledtidos que codifican una fusiébn como se describe en el presente
documento.

Los polinucleétidos de la invencion incluyen aquellos que son al menos aproximadamente un 80 %, 85 %, 90 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 % idénticos a las secuencias expuestas en las SEQ ID NO 10, 12, 20, 51 y 59,
incluyendo los fragmentos funcionales o variantes de los mismos.

Los polinucledtidos que codifican las proteinas de fusion de la invencién se pueden expresar como un polinucleétido
Unico que codifica toda la proteina de fusion o como polinucleétidos mdltiples (por ejemplo, dos 0 mas) que se
coexpresan. Los polipéptidos codificados por polinucleétidos que se coexpresan se pueden asociar, por ejemplo, a
través de enlaces disulfuro u otros medios para formar una proteina de fusién funcional. Por ejemplo, se puede
codificar la porcion de la cadena ligera de una inmunoglobulina por un polinucleétido separado de la porcién de la
cadena pesada de inmunoglobulina. Cuando se coexpresan, los polipéptidos de cadena pesada se asociaran con
los polipéptidos de cadena ligera para formar la inmunoglobulina.

En un modo de realizacion, la presente invencion se dirige a un polinucleétido que codifica una proteina de fusion de
una molécula de inmunoglobulina y dos moléculas de IL-2, en la que el polinucle6tido comprende una secuencia que
codifica una secuencia de la regién variable como se muestra en la SEQ ID NO 9 o 11. En otro modo de realizacion,
la presente invencion se dirige a un polinucledtido que codifica una proteina de fusiébn de una molécula de
inmunoglobulina y dos moléculas de IL-2, en la que el polinucledtido comprende una secuencia que codifica una
secuencia de polipéptido como se muestra en la SEQ ID NO 19 o 50. En otro modo de realizacion, la invencion se
dirige ademas a un polinucledtido que codifica una proteina de fusién de una molécula de inmunoglobulina y dos
moléculas de IL-2, en la que el polinucledtido comprende una secuencia que es al menos aproximadamente un
80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntica a una secuencia de acido nucleico mostrada en la SEQ
ID NO 10, 12, 20, 51 o 59. En otro modo de realizacion, la invencion se dirige a un polinucleétido que codifica una
proteina de fusion de una molécula de inmunoglobulina y dos moléculas de IL-2, en la que el polinucleétido
comprende una secuencia de &cido nucleico mostrada en la SEQ ID NO 10, 12, 20, 51 o 59. En otro modo de
realizacién, la invencion se dirige a un polinucledtido que codifica una proteina de fusién de una molécula de
inmunoglobulina y dos moléculas de IL-2, en la que el polinucle6tido comprende una secuencia que codifica una
secuencia de la region variable que es al menos aproximadamente un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o
99 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO 9 u 11. En otro modo de realizacién, la invencion se
dirige a un polinucleétido que codifica una proteina de fusién de una molécula de inmunoglobulina y dos moléculas
de IL-2, en la que el polinucledtido comprende una secuencia que codifica una secuencia de polipéptido que es al
menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO 19 o 50. La invencién engloba un polinucleétido que codifica una proteina de fusion de una molécula de
inmunoglobulina y dos moléculas de IL-2, en la que el polinucleétido comprende una secuencia que codifica las
secuencias de la region variable de la SEQ ID NO 9 u 11 con sustituciones de aminoacido conservadoras. La
invencion también engloba un polinucledtido que codifica una proteina de fusion de una molécula de
inmunoglobulina y dos moléculas de IL-2, en la que el polinucledtido comprende una secuencia que codifica las
secuencias de polipéptido de la SEQ ID NO 19 o 50 con sustituciones de aminoacido conservadoras.

En determinados modos de realizacion, el polinucleétido o acido nucleico es ADN. En otros modos de realizacion, un
polinucleétido de la presente invencion es ARN, por ejemplo, en forma de ARN mensajero (ARNm). El ARN de la
presente invencién puede ser monocatenario o bicatenario.

Procedimientos recombinantes

Se pueden obtener proteinas de fusidn de la invencion, por ejemplo, mediante sintesis de péptidos en estado sélido

(por ejemplo, sintesis en fase solida de Merrifield) o produccion recombinante. Para la produccién recombinante, se
aislan e insertan uno o mas polinucleétidos que codifican la proteina de fusién (fragmento), por ejemplo, como se
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describe anteriormente, en uno o mas vectores para su clonacion y/o expresion adicionales en una célula huésped.
Dicho polinucledtido se puede aislar y secuenciar facilmente usando procedimientos convencionales. En un modo de
realizacién, se proporciona un vector, preferentemente un vector de expresién, que comprende uno o mas de los
polinucleétidos de la invencidon. Se pueden usar los procedimientos que se conocen bien por los expertos en la
técnica para construir vectores de expresion que contienen la secuencia codificante de una proteina de fusion
(fragmento) junto con sefiales de control transcripcional/traduccional apropiadas. Estos procedimientos incluyen
técnicas de ADN recombinante in vitro, técnicas sintéticas y recombinacion/recombinacion genética in vivo. Véanse,
por ejemplo, las técnicas descritas en Maniatis et al., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, Cold Spring
Harbor Laboratory, N.Y. (1989); y Ausubel et al., CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BioLoGY, Greene Publishing
Associates y Wiley Interscience, N.Y. (1989). El vector de expresion puede ser parte de un plasmido, virus o puede
ser un fragmento de &cido nucleico. El vector de expresién incluye un casete de expresion en el que el polinucledtido
gue codifica la proteina de fusion (fragmento) (es decir, la region codificante) se clona en asociacion funcional con
un promotor y/u otros elementos de control de la transcripcion o traduccion. Como se usa en el presente documento,
una “regién codificante” es una porcidon de acido nucleico que consiste en codones traducidos en aminoacidos.
Aunque un “codon de terminacion” (TAG, TGA o TAA) no se traduce en un aminoacido, se puede considerar que es
parte de una region codificante, si estd presente, pero cualquier secuencia flanqueante, por ejemplo, promotores,
sitios de unién a ribosoma, finalizadores de la transcripcion, intrones, regiones no traducidas en 5'y 3'y similares, no
son parte de una region codificante. Pueden estar presentes dos o mas regiones codificantes en una construccion
de polinucledtido Unica, por ejemplo, en un vector Unico, o en construcciones de polinucleétido separadas, por
ejemplo, en vectores separados (diferentes). Ademas, cualquier vector puede contener una regién codificante Unica
0 puede comprender dos o més regiones codificantes, por ejemplo, un vector de la presente invencion puede
codificar uno o mas polipéptidos, que se separan pos o cotraduccionalmente en las proteinas finales por medio de
escision proteolitica. Ademas, un vector, polinucledtido o &cido nucleico de la invencion puede codificar regiones
codificantes heterdlogas, fusionadas o bien sin fusionar con un polinucledtido que codifica la proteina de fusién
(fragmento) de la invencion, o variante o derivado de la misma. Las regiones codificantes heter6logas incluyen, sin
limitacion, elementos o motivos especializados, tales como un péptido sefial secretor o un dominio funcional
heterdlogo. Una asociacién funcional es cuando una region codificante para un producto génico, por ejemplo, un
polipéptido, se asocia con una 0 mas secuencias reguladoras de tal manera que la expresion del producto génico se
encuentre bajo la influencia o el control de la(s) secuencia(s) reguladora(s). Dos fragmentos de ADN (tales como una
region codificante de polipéptidos y un promotor asociado con la misma) se “asocian funcionalmente” si la induccion
de la funcién promotora da como resultado la transcripcion de ARNm que codifica el producto génico deseado y si la
naturaleza del enlace entre los dos fragmentos de ADN no interfiere con la capacidad de las secuencias reguladoras
de la expresion para dirigir la expresion del producto génico o interferir con la capacidad del molde de ADN que se
va a transcribir. Por tanto, una region promotora se asociaria funcionalmente con un &cido nucleico que codifica un
polipéptido si el promotor pudiera efectuar la transcripcion de ese acido nucleico. El promotor puede ser un promotor
especifico de célula que dirige la transcripcién sustancial del ADN solo en células predeterminadas. Otros elementos
de control de la transcripcién, ademas de un promotor, por ejemplo, potenciadores, operadores, represores y
sefiales de finalizacion de la transcripcidn, se pueden asociar funcionalmente con el polinucleétido para dirigir la
transcripcion especifica de célula. En el presente documento se divulgan promotores adecuados y otras regiones de
control de la transcripcion. Se conoce una variedad de regiones de control de la transcripcion por los expertos en la
técnica. Estas incluyen, sin limitacion, regiones de control de la transcripcion que funcionan en células de
vertebrado, tales como, pero no limitadas a, segmentos promotores y potenciadores de citomegalovirus (por
ejemplo, el promotor inmediato temprano, junto con el intron A), virus de simio 40 (por ejemplo, el promotor
temprano) y retrovirus (tales como, por ejemplo, el virus del sarcoma de Rous). Otras regiones de control de la
transcripcion incluyen las derivadas de genes de vertebrado, tales como actina, proteina de choque térmico,
hormona de crecimiento bovina y globina a de conejo, asi como otras secuencias que pueden controlar la expresion
génica en células eucariotas. Las regiones de control de la transcripcién adecuadas adicionales incluyen promotores
y potenciadores especificos de tejido, asi como promotores inducibles (por ejemplo, promotores inducibles por
tetraciclinas). De forma similar, se conoce una variedad de elementos de control de la traduccién por los expertos en
la técnica. Estos incluyen, pero no se limitan a, sitios de unién a ribosoma, codones de inicio y finalizacion de la
traduccion y elementos derivados de sistemas viricos (en particular, un sitio interno de entrada al ribosoma o IRES,
también denominado secuencia CITE). El casete de expresiéon también puede incluir otras caracteristicas, tales
como un origen de replicacion y/o elementos de integracion cromosomica, tales como repeticiones terminales largas
(LTR) retroviricas o repeticiones terminales invertidas (ITR) viricas adenoasociadas (AAV).

Las regiones codificantes de polinucleétidos y acidos nucleicos de la presente invencion se pueden asociar con
regiones codificantes adicionales que codifican péptidos secretores o sefial, que dirigen la secrecion de un
polipéptido codificado por un polinucleétido de la presente invencion. Por ejemplo, si se desea la secrecion de la
fusion, el ADN que codifica una secuencia sefial se puede encontrar en direccion 5' del acido nucleico que codifica
una proteina de fusién de la invencion. De acuerdo con la hipétesis de las sefiales, las proteinas secretadas por
células de mamifero tienen un péptido sefial o secuencia lider secretora que se escinde desde la proteina madura
una vez que se ha iniciado la exportacién de la cadena de proteina en crecimiento en el reticulo endoplasmico
rugoso. Los expertos en la técnica saben que los polipéptidos secretados por células de vertebrado tienen, en
general, un péptido sefial fusionado con el extremo N del polipéptido, que se escinde del polipéptido traducido para
producir una forma secretada o “madura” del polipéptido. En determinados modos de realizacion, se usa el péptido
sefial natural, por ejemplo, un péptido sefial de cadena pesada o cadena ligera de inmunoglobulina, o un derivado
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funcional de esa secuencia que retiene la capacidad para dirigir la secrecion del polipéptido que se asocia
funcionalmente con él. De forma alternativa, se puede usar un péptido sefial de mamifero heter6logo o un derivado
funcional del mismo. Por ejemplo, se puede sustituir la secuencia lider natural con la secuencia lider del activador
tisular del plasminégeno (TPA) humano o B-glucuronidasa de ratén. Las secuencias de aminoacidos y nucleétidos
de los péptidos sefial secretores ejemplares se muestran en las SEQ ID NO 39-47.

El ADN que codifica una corta secuencia de proteinas que se podria usar para facilitar la purificacion mas tarde (por
ejemplo, una marca de histidina) o ayudar en el marcaje de la proteina de fusiéon se puede incluir dentro de o en los
extremos del polinucleétido que codifica la proteina de fusion (fragmento).

En otro modo de realizacién, se proporciona una célula huésped que comprende uno o mas polinucleétidos de la
invencion. En determinados modos de realizacién, se proporciona una célula huésped que comprende uno o mas
vectores de la invencion. Los polinucleétidos y vectores pueden incorporar cualquiera de las caracteristicas,
individualmente o en combinacién, descritas en el presente documento en relaciébn con los polinucleétidos y
vectores, respectivamente. En dicho modo de realizacion, una célula huésped comprende (por ejemplo, se ha
transformado o transfectado con) un vector que comprende un polinucle6tido que codifica (parte de) una proteina de
fusién de la invencién. Como se usa en el presente documento, el término “célula huésped” se refiere a cualquier
clase de sistema celular que se pueda genomanipular para generar las proteinas de fusion de la invencion o
fragmentos de las mismas. Las células huésped adecuadas para replicarse y para respaldar la expresion de las
proteinas de fusién se conocen bien en la técnica. Dichas células se pueden transfectar o transducir segun sea
apropiado con el vector de expresién particular y se pueden cultivar grandes cantidades de células que contienen
vectores para su siembra en fermentadores a gran escala para obtener cantidades suficientes de la proteina de
fusion para aplicaciones clinicas. Las células huésped adecuadas incluyen microorganismos procariotas, tales como
E. coli, o diversas células eucariotas, tales como células de ovario de hdmster chino (CHO), células de insecto, o
similares. Por ejemplo, se pueden producir polipéptidos en bacterias, en particular, cuando no se necesita
glucosilaciéon. Después de la expresion, el polipéptido se puede aislar de la pasta de células bacterianas en una
fraccion soluble y se puede purificar adicionalmente. Ademas de los procariotas, los microbios eucariotas, tales
como los hongos filamentosos o las levaduras, son huéspedes de clonacion o expresion adecuados para vectores
que codifican polipéptidos, incluyendo cepas de hongos y levaduras cuyas vias de glucosilacion se han
“humanizado”, dando como resultado la produccion de un polipéptido con un patrén de glucosilacion parcial o
completamente humano. Véanse Gerngross, Nat Biotech 22, 1409-1414 (2004), y Li et al., Nat Biotech 24, 210-215
(2006). Las células huésped adecuadas para la expresion de polipéptidos (glucosilados) también derivan de
organismos multicelulares (invertebrados y vertebrados). Los ejemplos de células de invertebrado incluyen células
vegetales y de insecto. Se han identificado numerosas cepas de baculovirus que se pueden usar junto con células
de insecto, en particular, para la transfeccion de células de Spodoptera frugiperda. También se pueden utilizar
cultivos de células vegetales como huéspedes. Véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. n.°® 5.959.177,
6.040.498, 6.420.548, 7.125.978 y 6.417.429 (que describen la tecnologia PLANTIBODIES™ para producir
anticuerpos en plantas transgénicas). También se pueden usar células de vertebrado como huéspedes. Por ejemplo,
pueden ser Utiles lineas de células de mamifero que se adapten para crecer en suspension. Otros ejemplos de
lineas de células huésped de mamifero utiles son linea CV1 de rifion de mono transformada por SV40 (COS-7);
linea de rifidn embrionario humano (células 293 o 293T como se describe, por ejemplo, en Graham et al., J Gen
Virol 36, 59 (1977)), células de rifion de cria de hamster (BHK), células de Sertoli de raton (células TM4 como se
describe, por ejemplo, en Mather, Biol Reprod 23, 243-251 (1980)), células de rifion de mono (CV1), células de rifion
de mono verde africano (VERO-76), células de carcinoma de cuello uterino humano (HELA), células de rifidn canino
(MDCK), células de higado de rata bdfalo (BRL 3A), células de pulmén humano (W138), células de higado humano
(Hep G2), células de tumor mamario de ratén (MMT 060562), células TRI (como se describe, por ejemplo, en Mather
et al., Annals N.Y. Acad Sci 383, 44-68 (1982)), células MRC 5 y células FS4. Otras lineas de células huésped de
mamifero (tiles incluyen células de ovario de hamster chino (CHO), incluyendo células CHO dhfr” (Urlaub et al., Proc
Natl Acad Sci USA 77, 4216 (1980)); y lineas de células de mieloma, tales como YO, NSO, P3X63 y Sp2/0. Para una
revision de determinadas lineas de células huésped de mamifero adecuadas para la produccién de proteinas, véase,
por ejemplo, Yazaki y Wu, Methods in Molecular Biology, vol. 248 (B.K.C. Lo, ed., Humana Press, Totowa, NJ), pp.
255-268 (2003). Las células huésped incluyen células cultivadas, por ejemplo, células cultivadas de mamifero,
células de levadura, células de insecto, células bacterianas y células vegetales, por nombrar solo unas pocas, pero
también células comprendidas en un animal transgénico, planta transgénico o tejido animal o vegetal cultivado. En
un modo de realizacién, la célula huésped es una célula eucariota, preferentemente una célula de mamifero, tal
como una célula de ovario de hamster chino (CHO), una célula de rifion embrionario humano (HEK) o una célula
linfocitica (por ejemplo, célula YO, NSO, Sp20). Las tecnologias estandar se conocen en la técnica para expresar
genes exdgenos en estos sistemas. Se pueden genomanipular células que expresen un polipéptido que comprende
la cadena pesada o bien la ligera de una inmunoglobulina para que también expresen la otra de las cadenas de
inmunoglobulina de tal manera que el producto expresado sea una inmunoglobulina que tenga tanto una cadena
pesada como una ligera.

En un modo de realizacion, se proporciona un procedimiento de produccién de una proteina de fusién de acuerdo
con la invencién, en el que el procedimiento comprende cultivar una célula huésped que comprende un
polinucleétido que codifica la proteina de fusion, como se proporciona en el presente documento, en condiciones
adecuadas para la expresion de la proteina de fusion, y recuperar la proteina de fusion de la célula huésped (o
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medio de cultivo de células huésped). En las proteinas de fusién de la invencién, los componentes (molécula de
inmunoglobulina y molécula de IL-2) estan fusionados genéticamente entre si. Se pueden disefiar proteinas de
fusién de tal manera que sus componentes se fusionen directamente entre si o indirectamente a través de una
secuencia de conector. La composicion y longitud del conector se pueden determinar de acuerdo con
procedimientos bien conocidos en la técnica y se pueden someter a prueba para determinar su eficacia. Si se desea,
también se pueden incluir secuencias adicionales para incorporar un sitio de escisién para separar los componentes
individuales de la proteina de fusién, por ejemplo, una secuencia de reconocimiento de endopeptidasas.

En determinados modos de realizacion, las proteinas de fusion de la invencién comprenden al menos una regién
variable de inmunoglobulina que se puede unir a un antigeno. Las regiones variables pueden formar parte de y
derivar de anticuerpos naturales o no naturales y fragmentos de los mismos. Los procedimientos para producir
anticuerpos policlonales y anticuerpos monoclonales se conocen bien en la técnica (véase, por ejemplo, Harlow y
Fane, "Antibodies, a laboratory manual", Cold Spring Harbor Laboratory, 1988). Se pueden construir anticuerpos no
naturales usando sintesis de péptidos en fase solida, se pueden producir de forma recombinante (por ejemplo, como
se describe en la patente de EE. UU. n.° 4.186.567) o se pueden obtener, por ejemplo, cribando colecciones
combinatorias que comprenden cadenas pesadas variables y cadenas ligeras variables (véase, por ejemplo, la
patente de EE. UU. n.° 5.969.108 concedida a McCafferty).

Se puede usar cualquier especie animal de inmunoglobulina en la invenciéon. Las inmunoglobulinas no limitantes
utiles en la presente invencidn pueden ser de origen murino, de primate o humano. Si se pretende que la proteina de
fusién sea para uso humano, se puede usar una forma quimérica de inmunoglobulina en la que las regiones
constantes de la inmunoglobulina sean de un ser humano. También se puede preparar una forma humanizada o
completamente humana de la inmunoglobulina de acuerdo con procedimientos bien conocidos en la técnica (véase,
por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 5.565.332 concedida a Winter). Se puede lograr la humanizacion mediante
diversos procedimientos incluyendo, pero sin limitarse a (a) injertar las CDR no humanas (por ejemplo, anticuerpo
donante) en regiones estructurales y constantes humanas (por ejemplo anticuerpo receptor) con o sin retencion de
los residuos de la regién estructural criticos (por ejemplo, los que son importantes para retener una buena afinidad
de union a antigeno o funciones de anticuerpo), (b) injertar solo las regiones determinantes de la especificidad no
humanas (SDR o0 a-CDR; los residuos criticos para la interaccion anticuerpo-antigeno) en regiones estructurales y
constantes humanas o (c) trasplantar todos los dominios variables no humanos, pero “encubrirlos” con una seccion
similar a humana mediante reemplazo de los residuos de superficie. Los anticuerpos humanizados y procedimientos
para prepararlos se revisan, por ejemplo, en Almagro y Fransson, Front Biosci 13, 1619-1633 (2008), y se describen
ademas, por ejemplo, en Riechmann et al., Nature 332, 323-329 (1988); Queen et al., Proc Natl Acad Sci USA 86,
10029-10033 (1989); patentes de EE. UU. n.°® 5.821.337, 7.527.791, 6.982.321 y 7.087.409; Jones et al., Nature
321, 522-525 (1986); Morrison et al., Proc Natl Acad Sci 81, 6851-6855 (1984); Morrison y Oi, Adv Immunol 44, 65-
92 (1988); Verhoeyen et al., Science 239, 1534-1536 (1988); Padlan, Molec Immun 31(3), 169-217 (1994); Kashmiri
et al., Methods 36, 25-34 (2005) (que describe un injerto de SDR (a-CDR)); Padlan, Mol Immunol 28, 489-498 (1991)
(que describe el “rebarnizado”); Dall’Acqua et al., Methods 36, 43-60 (2005) (que describe el “barajado de FR"); y
Osbourn et al., Methods 36, 61-68 (2005) y Klimka et al., Br J Cancer 83, 252-260 (2000) (que describe el enfoque
de “seleccion guiada” para el barajado de FR). Las inmunoglobulinas particulares de acuerdo con la invencién son
inmunoglobulinas humanas. Se pueden producir anticuerpos humanos y regiones variables humanas usando
diversas técnicas conocidas en la técnica. Los anticuerpos humanos se describen, en general, en van Dijk y van de
Winkel, Curr Opin Pharmacol 5, 368-74 (2001) y Lonberg, Curr Opin Immunol 20, 450-459 (2008). Las regiones
variables humanas pueden formar parte de y derivar de anticuerpos monoclonales humanos preparados mediante el
procedimiento de hibridoma (véase, por ejemplo, Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, pp.
51-63 (Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1987)). También se pueden preparar anticuerpos humanos y regiones
variables humanas administrando un inmundgeno a un animal transgénico que se ha modificado para producir
anticuerpos humanos intactos o anticuerpos intactos con regiones variables humanas en respuesta a la exposicién
antigénica (véase, por ejemplo, Lonberg, Nat Biotech 23, 1117-1125 (2005). También se pueden generar
anticuerpos humanos y regiones variables humanas aislando secuencias de las regiones variables de clones de Fv
seleccionadas de colecciones de presentacion en fagos derivadas de seres humanos (véase por ejemplo,
Hoogenboom et al. en Methods in Molecular Biology 178, 1-37 (O’Brien et al., ed., Human Press, Totowa, NJ, 2001);
y McCafferty et al., Nature 348, 552-554; Clackson et al., Nature 352, 624-628 (1991)). Los fagos tipicamente
presentan fragmentos de anticuerpo, como fragmentos Fv monocatenarios (scFv) o bien como fragmentos Fab.

En determinados modos de realizacion, se genomanipulan las inmunoglobulinas comprendidas en las proteinas de
fusién de la presente invencion para que tengan una afinidad de union potenciada de acuerdo con, por ejemplo, los
procedimientos divulgados en la publicacion PCT WO 2012/020006 (véanse los ejemplos relacionados con la
maduracion de la afinidad) o la pub. de sol. de pat. de EE. UU. n.° 2004/0132066. Se puede medir la capacidad de
las proteinas de fusion de la invencion para unirse a un determinante antigénico especifico a través de un
enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA) o bien a través de otras técnicas consabidas para un experto en la
técnica, por ejemplo, la técnica de resonancia de plasmoén superficial (Lilieblad, et al., Glyco J 17, 323-329 (2000)) y
ensayos de unién tradicionales (Heeley, Endocr Res 28, 217-229 (2002)). Se pueden usar ensayos de competencia
para identificar un anticuerpo que compite con un anticuerpo de referencia para unirse a un antigeno particular. En
determinados modos de realizacion, dicho anticuerpo competidor se une al mismo epitopo (por ejemplo, un epitopo
lineal o uno conformacional) que se une mediante el anticuerpo de referencia. Se proporcionan procedimientos
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ejemplares detallados para cartografiar un epitopo al que se une un anticuerpo en Morris (1996) “Epitope Mapping
Protocols”, en Methods in Molecular Biology vol. 66 (Humana Press, Totowa, NJ). En un ensayo de competencia
ejemplar, se incuba el antigeno inmovilizado en una solucién que comprende un primer anticuerpo marcado que se
une al antigeno y un segundo anticuerpo sin marcar que se esta sometiendo a prueba para determinar su capacidad
para competir con el primer anticuerpo para unirse al antigeno. El segundo anticuerpo puede estar presente en un
sobrenadante de hibridoma. Como control, se incuba el antigeno inmovilizado en una solucién que comprende el
primer anticuerpo marcado, pero no el segundo anticuerpo sin marcar. Después de su incubacién en condiciones
permisivas para la unién del primer anticuerpo al antigeno, se retira el exceso de anticuerpo sin unir, y se mide la
cantidad de marcador asociado con el antigeno inmovilizado. Si se reduce sustancialmente la cantidad de marcador
asociado con el antigeno inmovilizado en la muestra de prueba en relacion con la muestra de control, entonces, eso
indica que el segundo anticuerpo esta compitiendo con el primer anticuerpo por su unién al antigeno. Véase Harlow
y Lane (1988) Antibodies: A Laboratory Manual cap.14 (Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY).

Las proteinas de fusién preparadas como se describe en el presente documento se pueden purificar mediante
técnicas conocidas en la técnica, tales como cromatografia de liquidos de alto rendimiento, cromatografia de
intercambio ionico, electroforesis en gel, cromatografia de afinidad, cromatografia de exclusion por tamafio y
similares. Las condiciones reales usadas para purificar una proteina particular dependeran, en parte, de factores
tales como la carga neta, hidrofobia, hidrofilia, etc., y seran evidentes para los expertos en la técnica. Para la
purificacién mediante cromatografia de afinidad, se puede usar un anticuerpo, ligando, receptor o antigeno al que se
una la proteina de fusion. Por ejemplo, para la purificacion mediante cromatografia de afinidad de las proteinas de
fusion de la invencién, se puede usar una matriz con proteina A o proteina G. Se pueden usar cromatografia de
afinidad secuencial con proteina A o G y cromatografia de exclusion por tamafio para aislar una proteina de fusion
esencialmente como se describe en los ejemplos. Se puede determinar la pureza de la proteina de fusién mediante
cualquiera de una variedad de procedimientos analiticos bien conocidos, incluyendo electroforesis en gel,
cromatografia de liquidos de alta presion y similares. Por ejemplo, las proteinas de fusion expresadas como se
describe en los ejemplos demostraron que estaban intactas y apropiadamente ensambladas, como se demuestra
mediante SDS-PAGE reductora y no reductora (véase, por ejemplo, la figura 4).

Composiciones, formulaciones y vias de administracién

En otro aspecto, la invencion proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden cualquiera de las proteinas
de fusion proporcionadas en el presente documento, por ejemplo, para su uso en cualquiera de los procedimientos
terapéuticos a continuacion. En un modo de realizacion, una composicion farmacéutica comprende cualquiera de las
proteinas de fusion proporcionadas en el presente documento y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En otro
modo de realizacion, una composicion farmacéutica comprende cualquiera de las proteinas de fusién
proporcionadas en el presente documento y al menos un agente terapéutico adicional, por ejemplo, como se
describe a continuacion.

Se proporciona ademas un procedimiento de produccion de una proteina de fusion de la invencién en una forma
adecuada para su administracion in vivo, comprendiendo el procedimiento (a) obtener una proteina de fusion de
acuerdo con la invencion y (b) formular la proteina de fusidon con al menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable,
por lo que se formula una preparacion de proteina de fusién para su administracion in vivo.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz de
una o mas proteinas de fusidn disueltas o dispersas en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Las frases
“farmacéuticas o farmacoldgicamente aceptables” se refieren a entidades moleculares y composiciones que, en
general, no son tdxicas para los receptores a las dosificaciones y concentraciones empleadas, es decir, no producen
una reaccion adversa, alérgica u indeseable cuando se administran a un animal, tal como, por ejemplo, un ser
humano, segun sea apropiado. La preparacion de una composicidon farmacéutica que contiene al menos una
proteina de fusién y opcionalmente un ingrediente activo adicional se conocera por los expertos en la técnica a la luz
de la presente divulgacion, como se ejemplifica en Remington's Pharmaceutical Sciences, 18.2 ed. Mack Printing
Company, 1990. Ademas, para su administracion en animales (por ejemplo, un ser humano), se entendera que las
preparaciones deben cumplir las normas de esterilidad, pirogenicidad, seguridad general y pureza segun se requiera
por la oficina de normas bioldgicas de la FDA o las autoridades correspondientes en otros paises. Las
composiciones preferentes son formulaciones liofilizadas o soluciones acuosas. Como se usa en el presente
documento, “vehiculo farmacéuticamente aceptable” incluye cualquiera y todos de disolventes, tampones, medios de
dispersion, recubrimientos, tensioactivos, antioxidantes, conservantes (por ejemplo, agentes antibacterianos,
agentes antifingicos), agentes isotonicos, agentes retardantes de la absorcion, sales, conservantes, antioxidantes,
proteinas, farmacos, estabilizantes de farmacos, polimeros, geles, aglutinantes, excipientes, agentes disgregantes,
lubricantes, agentes edulcorantes, agentes saborizantes, tintes, tales como materiales y combinaciones de los
mismos, como conocera un experto en la técnica (véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 18.2
ed. Mack Printing Company, 1990, pp. 1289-1329). Excepto en la medida en que cualquier vehiculo convencional
sea incompatible con el ingrediente activo, se contempla su uso en las composiciones terapéuticas o farmacéuticas.

La composicion puede comprender diferentes tipos de vehiculos dependiendo de si se va a administrar en forma
sélida, liquida o aerosol, y si se necesita que sea estéril para dichas vias de administracién como inyeccion. Las
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proteinas de fusion de la presente invencion (y cualquier agente terapéutico adicional) se pueden administrar
mediante cualquier procedimiento o cualquier combinacién de procedimientos como se conocerian por un experto en
la técnica (véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 18.2 ed. Mack Printing Company, 1990). La
administracion parenteral, en particular, la inyeccién intravenosa, se usa mas comudnmente para administrar
moléculas de polipéptido, tales como las proteinas de fusion de la invencion.

Las composiciones parenterales incluyen las disefiadas para su administracion mediante inyeccion, por ejemplo,
inyeccion subcutanea, intradérmica, intralesional, intravenosa, intrarterial, intramuscular, intratecal o intraperitoneal.
Para su inyeccién, las proteinas de fusidbn de la invencibn se pueden formular en soluciones acuosas,
preferentemente en tampones fisiolégicamente compatibles, tales como solucion de Hanks, solucion de Ringer o
tampon de solucion salina fisioldgica. La solucion puede contener agentes de formulacion, tales como agentes de
suspension, estabilizacion y/o dispersion. De forma alternativa, las proteinas de fusion pueden estar en forma de
polvo para su constitucion con un vehiculo adecuado, por ejemplo, agua estéril libre de pirégenos, antes de su uso.
Se preparan soluciones inyectables estériles incorporando las proteinas de fusidn de la invencién en la cantidad
requerida en el disolvente apropiado con varios de los demas ingredientes enumerados a continuacion, segun se
requiera. Se puede conseguir facilmente la esterilidad, por ejemplo, mediante filtraciéon a través de membranas de
filtracion estériles. En general, se preparan dispersiones incorporando los diversos ingredientes activos esterilizados
en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersion basico y/o los demas ingredientes. En el caso de polvos
estériles para la preparacion de soluciones, suspensiones o emulsiones inyectables estériles, los procedimientos
preferentes de preparacion son técnicas de secado al vacio o liofilizacién que proporcionan un polvo del ingrediente
activo mas cualquier ingrediente deseado adicional de un medio liquido previamente filtrado de forma estéril del
mismo. Se debe tamponar adecuadamente el medio liquido, si fuera necesario, y hacer isotonico el diluyente liquido
antes de su inyeccion con suficiente solucién salina o glucosa. La composicion debe ser estable en las condiciones
de fabricacion y almacenamiento, y conservarse frente a la accién contaminante de microorganismos, tales como
bacterias y hongos. Se apreciara que la contaminaciéon por endotoxinas se debe minimizar hasta una concentracion
segura, por ejemplo, menos de 0,5 ng/mg de proteina. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables adecuados
incluyen, pero no se limitan a: tampones, tales como fosfato, citrato y otros &cidos organicos; antioxidantes,
incluyendo &cido ascorbico y metionina; conservantes (tales como cloruro de octadecildimetilbencilamonio; cloruro
de hexametonio; cloruro de benzalconio; cloruro de bencetonio; fenol, alcohol butilico o bencilico; alquilparabenos,
tales como metil o propilparabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo
peso molecular (menos de aproximadamente 10 residuos); proteinas, tales como seroalbimina, gelatina o
inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos, tales como polivinilpirrolidona; aminoéacidos, tales como glicina, glutamina,
asparagina, histidina, arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y otros carbohidratos, incluyendo glucosa,
manosa o dextrinas; agentes quelantes, tales como EDTA; glicidos, tales como sacarosa, manitol, trehalosa o
sorbitol; contraiones formadores de sales, tales como sodio; complejos de metal (por ejemplo, complejos Zn-
proteina); y/o tensioactivos no ionicos, tales como polietilenglicol (PEG). Las suspensiones para inyeccion acuosas
pueden contener compuestos que incrementen la viscosidad de la suspension, tales como carboximetilcelulosa de
sodio, sorbitol, dextrano, o similares. Opcionalmente, la suspensién también puede contener estabilizantes o
agentes adecuados que incrementan la solubilidad de los compuestos para permitir la preparacién de soluciones
altamente concentradas. Adicionalmente, se pueden preparar suspensiones de los compuestos activos como
suspensiones oleosas para inyeccion apropiadas. Los disolventes o vehiculos lipofilos adecuados incluyen aceites
grasos, tales como aceite de sésamo, o ésteres de acidos grasos sintéticos, tales como oleatos de etilo o
triglicéridos, o liposomas.

Las composiciones farmacéuticas que comprenden las proteinas de fusién de la invencidn se pueden fabricar por
medio de procedimientos convencionales de mezclado, disolucién, emulsién, encapsulacion, atrapamiento o
liofilizacion. Se pueden formular las composiciones farmacéuticas de manera convencional usando uno o mas
vehiculos, diluyentes, excipientes o coadyuvantes fisiolégicamente aceptables que faciliten el procesamiento de las
proteinas en preparaciones que se puedan usar farmacéuticamente. La formulacién adecuada depende de la via de
administracion elegida.

Las proteinas de fusion se pueden formular en una composicion en forma de acido o base libre, neutra o de sal. Las
sales farmacéuticamente aceptables son sales que retienen sustancialmente la actividad bioldgica del acido o base
libre. Estas incluyen las sales de adicién de acido, por ejemplo, las formadas con los grupos amino libres de una
composicion proteica, o que se forman con acidos inorganicos tales como, por ejemplo, los acidos clorhidrico o
fosférico, o dichos acidos organicos como acido acético, oxalico, tartarico o mandélico. Las sales formadas con los
grupos carboxilo libres también pueden derivar de bases inorganicas, tales como, por ejemplo, hidroxidos de sodio,
potasio, amonio, calcio o férrico; o dichas bases organicas como isopropilamina, trimetilamina, histidina o procaina.
Las sales farmacéuticas tienden a ser mas solubles en disolventes acuosos y otros disolventes proticos que las
formas de base libre correspondientes.

Composiciones y procedimientos terapéuticos

Se puede usar cualquiera de las proteinas de fusion proporcionadas en el presente documento en los
procedimientos terapéuticos.
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Para su uso en los procedimientos terapéuticos, las proteinas de fusion de la invencion se formularan, dosificaran y
administraran de una manera consistente con la buena practica médica. Los factores que se deben tener en
consideracion en este contexto incluyen el trastorno particular que se esta tratando, el mamifero particular que se
esta tratando, la afeccién clinica del paciente individual, la causa del trastorno, el sitio de administracién del agente,
el procedimiento de administracion, la pauta de administracion y otros factores conocidos por los médicos.

En un aspecto, se proporcionan proteinas de fusién de la invencién para su uso como un medicamento. En otros
aspectos, se proporcionan proteinas de fusion de la invencién para su uso en el tratamiento de una enfermedad. En
determinados modos de realizacién, se proporcionan proteinas de fusién de la invencion para su uso en un
procedimiento de tratamiento. En un modo de realizacién, la invencion proporciona una proteina de fusién como se
describe en el presente documento para su uso en el tratamiento de una enfermedad en un individuo que lo
necesite. En determinados modos de realizacion, la invencién proporciona una proteina de fusién para su uso en un
procedimiento de tratamiento a un individuo que tiene una enfermedad que comprende administrar al individuo una
cantidad terapéuticamente eficaz de la proteina de fusion. En determinados modos de realizacion, la enfermedad
gue se va a tratar es una enfermedad autoinmunitaria. Las enfermedades autoinmunitarias ejemplares incluyen
diabetes de tipo 1, psoriasis, asma, artritis reumatoide, enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedad de Crohn,
colitis ulcerosa, lupus eritematoso diseminado (LED) y esclerosis multiple. En un modo de realizacion, la enfermedad
es rechazo de trasplante o enfermedad injerto contra huésped. En un modo de realizacion particular, la enfermedad
se selecciona del grupo de diabetes de tipo 1, enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedad de Crohn, colitis
ulcerosa, LED y esclerosis multiple. En un modo de realizacién mas particular, la enfermedad es diabetes de tipo 1.
En otro modo de realizacion particular, la enfermedad es una enfermedad inflamatoria intestinal. En otro modo de
realizacién particular, la enfermedad es esclerosis multiple. En otros modos de realizacion, la enfermedad es asma,
fibrosis pulmonar o enfermedad pulmonar obstructiva. En todavia otros modos de realizacion, la enfermedad es una
enfermedad cardiovascular, en particular, ateroesclerosis y sindrome coronario agudo. En otros modos de
realizacioén, la enfermedad es una afeccion alérgica, en particular, una alergia alimentaria. En determinados modos
de realizacion, el procedimiento comprende ademas administrar al individuo una cantidad terapéuticamente eficaz
de al menos un agente terapéutico adicional, por ejemplo, un agente inmunodepresor si la enfermedad que se va a
tratar es una enfermedad autoinmunitaria. Un “individuo” de acuerdo con cualquiera de los modos de realizacion
anteriores es un mamifero, preferentemente un ser humano.

En otro aspecto, la invencién proporciona el uso de una proteina de fusion de la invencion en la fabricacion o
preparacion de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad en un individuo que lo necesite. En un modo
de realizacion, el medicamento es para su uso en un procedimiento de tratamiento de una enfermedad que
comprende administrar a un individuo que tiene la enfermedad una cantidad terapéuticamente eficaz del
medicamento. En determinados modos de realizacion, la enfermedad que se va a tratar es una enfermedad
autoinmunitaria. En un modo de realizacion, la enfermedad es rechazo de trasplante o enfermedad injerto contra
huésped. En un modo de realizacién particular, la enfermedad se selecciona del grupo de diabetes de tipo 1,
enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, LED y esclerosis mltiple. En un modo de
realizacibn mas particular, la enfermedad es diabetes de tipo 1. En otro modo de realizacion particular, la
enfermedad es una enfermedad inflamatoria intestinal. En otro modo de realizacion particular, la enfermedad es
esclerosis miltiple. En otros modos de realizacion, la enfermedad es asma, fibrosis pulmonar o enfermedad
pulmonar obstructiva. En todavia otros modos de realizacion, la enfermedad es una enfermedad cardiovascular, en
particular, ateroesclerosis y sindrome coronario agudo. En otros modos de realizacion, la enfermedad es una
afeccion alérgica, en particular, una alergia alimentaria. En un modo de realizacion, el procedimiento comprende
ademés administrar al individuo una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un agente terapéutico adicional,
por ejemplo, un agente inmunodepresor si la enfermedad que se va a tratar es una enfermedad autoinmunitaria. Un
“individuo” de acuerdo con cualquiera de los modos de realizacidon anteriores puede ser un mamifero,
preferentemente un ser humano.

En otro aspecto, la invencidon proporciona un procedimiento para tratar una enfermedad en un individuo, que
comprende administrar a dicho individuo una cantidad terapéuticamente eficaz de una proteina de fusion de la
invencion. En un modo de realizacién, se administra una composiciéon a dicho individuo, que comprende una
proteina de fusion de la invencién en una forma farmacéuticamente aceptable. En determinados modos de
realizacién, la enfermedad que se va a tratar es una enfermedad autoinmunitaria. En un modo de realizacion, la
enfermedad es rechazo de trasplante o enfermedad injerto contra huésped. En un modo de realizacion patrticular, la
enfermedad se selecciona del grupo de diabetes de tipo 1, enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedad de Crohn,
colitis ulcerosa, LED y esclerosis multiple. En un modo de realizacién mas particular, la enfermedad es diabetes de
tipo 1. En otro modo de realizacién particular, la enfermedad es una enfermedad inflamatoria intestinal. En otro modo
de realizacion particular, la enfermedad es esclerosis mdltiple. En otros modos de realizacion, la enfermedad es
asma, fibrosis pulmonar o enfermedad pulmonar obstructiva. En otros modos de realizacién, la enfermedad es una
afeccion alérgica, en particular, una alergia alimentaria. En todavia otros modos de realizacién, la enfermedad es
una enfermedad cardiovascular, en particular, ateroesclerosis y sindrome coronario agudo. En determinados modos
de realizacién, el procedimiento comprende ademas administrar al individuo una cantidad terapéuticamente eficaz
de al menos un agente terapéutico adicional, por ejemplo, un agente inmunodepresor si la enfermedad que se va a
tratar es una enfermedad autoinmunitaria. Un “individuo” de acuerdo con cualquiera de los modos de realizacion
anteriores puede ser un mamifero, preferentemente un ser humano.
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En algunos modos de realizacién, se administra una cantidad eficaz de una proteina de fusion de la invencién a una
célula. En otros modos de realizacion, se administra una cantidad terapéuticamente eficaz de una proteina de fusion
de la invencién a un individuo para el tratamiento de la enfermedad.

Para la prevencién o tratamiento de la enfermedad, la dosificacion apropiada de una proteina de fusion de la
invencién (cuando se usa sola 0 en combinacién con uno o mas de otros agentes terapéuticos adicionales)
dependera del tipo de enfermedad que se va a tratar, la via de administracién, el peso corporal del paciente, el tipo
de proteina de fusion, la gravedad y la evolucién de la enfermedad, si la proteina de fusion se administra con
propositos preventivos o terapéuticos, las intervenciones terapéuticas previas o simultaneas, la anamnesis del
paciente y la respuesta a la proteina de fusién, y el criterio del médico especialista. EI médico de cabecera
responsable para su administracion, en cualquier caso, determinard la concentracion del/de los ingrediente(s)
activo(s) en una composicién y la(s) dosis apropiada(s) para el sujeto individual. En el presente documento se
contemplan diversas pautas de dosificacion que incluyen, pero no se limitan a, administraciones Gnicas o multiples
durante diversos puntos temporales, administracion en inyeccion intravenosa rapida e infusion pulsada.

La proteina de fusién se administra adecuadamente al paciente de una vez o durante una serie de tratamientos.
Dependiendo del tipo y de la gravedad de la enfermedad, de aproximadamente 1 ug/kg a 15 mg/kg (por ejemplo,
0,1 mg/kg - 10 mg/kg) de proteina de fusién puede ser una dosificacion inicial candidata para su administracion al
paciente, ya sea, por ejemplo, mediante una o0 mas administraciones separadas o mediante infusién continua. Una
dosificacion diaria tipica puede variar desde aproximadamente 1 ug/kg a 100 mg/kg o mas, dependiendo de los
factores mencionados anteriormente. Para administraciones repetidas durante varios dias o mas, dependiendo de la
afeccion, el tratamiento se mantendra, en general, hasta que se produzca una supresién deseada de los sintomas
de la enfermedad. Una dosificacion ejemplar de la proteina de fusion estaria en el intervalo desde aproximadamente
0,005 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg. En otros ejemplos no limitantes, una dosis también puede comprender
desde aproximadamente 1 ug/kg de peso corporal, aproximadamente 5 pug/kg de peso corporal, aproximadamente
10 yg/kg de peso corporal, aproximadamente 50 pg/kg de peso corporal, aproximadamente 100 ug/kg de peso
corporal, aproximadamente 200 ug/kg de peso corporal, aproximadamente 350 ug/kg de peso corporal,
aproximadamente 500 ug/kg de peso corporal, aproximadamente 1 mg/kg de peso corporal, aproximadamente
5 mg/kg de peso corporal, aproximadamente 10 mg/kg de peso corporal, aproximadamente 50 mg/kg de peso
corporal, aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal, aproximadamente 200 mg/kg de peso corporal,
aproximadamente 350 mg/kg de peso corporal, aproximadamente 500 mg/kg de peso corporal, a aproximadamente
1000 mg/kg de peso corporal 0 mas por administracion y cualquier intervalo derivable en los mismos. En ejemplos
no limitantes de un intervalo derivable de los nimeros enumerados en el presente documento, se puede administrar
un intervalo de aproximadamente 5 mg/kg de peso corporal a aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal, de
aproximadamente 5 pg/kg de peso corporal a aproximadamente 500 mg/kg de peso corporal, etc., en base a los
nameros descritos anteriormente. Por tanto, se pueden administrar una 0 més dosis de aproximadamente 0,5 mg/kg,
2,0 mg/kg, 5,0 mg/kg o 10 mg/kg (o cualquier combinaciéon de las mismas) al paciente. Se pueden administrar
intermitentemente dichas dosis, por ejemplo, cada semana o cada tres semanas (por ejemplo, de tal manera que el
paciente reciba desde aproximadamente dos a aproximadamente veinte, o, por ejemplo, aproximadamente seis
dosis de la proteina de fusion). Se puede administrar una dosis de carga mas alta inicial, seguido de una o mas
dosis mas bajas. Sin embargo, pueden ser Utiles otras pautas de dosificacion. La evolucion de este tratamiento se
supervisa facilmente mediante técnicas y ensayos convencionales.

Las proteinas de fusion de la invencion se usaran, en general, en una cantidad eficaz para lograr el propdésito
pretendido. Para su uso para tratar o prevenir una enfermedad, las proteinas de fusion de la invencién, o las
composiciones farmacéuticas de las mismas, se administran o aplican en una cantidad terapéuticamente eficaz. La
determinacién de una cantidad terapéuticamente eficaz esta dentro de las capacidades de los expertos en la técnica,
especialmente a la luz de la divulgacion detallada proporcionada en el presente documento.

Para su administracion sistémica, se puede estimar inicialmente una dosis terapéuticamente eficaz a partir de
ensayos in vitro, tales como ensayos con cultivos de células. Entonces, se puede formular una dosis en modelos
animales para lograr un intervalo de concentraciones en circulacién que incluya la Clsp como se determina en un
cultivo de células. Se puede usar dicha informacién para determinar con mas exactitud dosis Utiles en seres
humanos.

También se pueden estimar dosificaciones iniciales a partir de datos in vivo, por ejemplo, modelos animales, usando
técnicas que se conocen bien en la técnica. Un experto en la técnica podria optimizar faciimente la administracion a
seres humanos en base a datos de animales.

Se pueden ajustar individualmente la cantidad de dosificacion y el intervalo para proporcionar concentraciones en
plasma de las proteinas de fusiébn que sean suficientes para mantener el efecto terapéutico. Las dosificaciones
habituales para pacientes para su administracibn mediante inyeccion varian desde aproximadamente 0,1 a
50 mg/kg/dia, tipicamente desde aproximadamente 0,5 a 1 mg/kg/dia. Se pueden lograr concentraciones en plasma
terapéuticamente eficaces administrando dosis multiples cada dia. Se pueden medir las concentraciones en plasma,
por ejemplo, mediante HPLC.
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En casos de administracion local o captacion selectiva, la concentracion local eficaz de la proteina de fusién puede
no estar relacionada con la concentraciéon en plasma. Un experto en la técnica podra optimizar dosificaciones locales
terapéuticamente eficaces sin demasiada experimentacion.

Una dosis terapéuticamente eficaz de las proteinas de fusion descritas en el presente documento, en general,
proporcionara un beneficio terapéutico sin provocar una toxicidad sustancial. Se pueden determinar la toxicidad y la
eficacia terapéutica de una proteina de fusion mediante procedimientos farmacéuticos estandar en cultivos de
células o en animales de experimentacion. Se pueden usar ensayos con cultivos de células y estudios con animales
para determinar la DLsp (la dosis letal para un 50 % de una poblacién) y la DEso (la dosis terapéuticamente eficaz en
un 50 % de una poblacién). La proporcién de dosis entre los efectos toxicos y terapéuticos es el indice terapéutico,
que se puede expresar como la proporcion DLso/DEso. Son preferentes las proteinas de fusion que presentan
grandes indices terapéuticos. En un modo de realizacion, la proteina de fusién de acuerdo con la presente invencion
presenta un alto indice terapéutico. Se pueden usar los datos obtenidos de ensayos con cultivos de células y
estudios con animales en la formulacion de un intervalo de dosificaciones adecuadas para su uso en seres
humanos. La dosificacién se encuentra preferentemente en un intervalo de concentraciones en circulacion que
incluyen la DEsg con poca o ninguna toxicidad. La dosificacion puede variar en este intervalo dependiendo de una
variedad de factores, por ejemplo, la forma de dosificacion empleada, la via de administracion utilizada, la afeccion
del sujeto, y similares. La formulacion exacta, la via de administracion y la dosificacion se pueden elegir por el
médico individual en vista de la afeccion del paciente (véase, por ejemplo, Fingl et al., 1975, en: The
Pharmacological Basis of Therapeutics, cap. 1, p. 1).

El médico especialista para pacientes tratados con las proteinas de fusion de la invencion sabra cémo y cuando
finalizar, interrumpir o ajustar la administracion debido a la toxicidad, disfuncion organica y similares. Por el contrario,
el médico especialista también sabra ajustar el tratamiento a concentraciones mayores si la respuesta clinica no
fuera adecuada (excluyendo la toxicidad). La magnitud de una dosis administrada en el tratamiento del trastorno de
interés variara con la gravedad de la afeccién que se va a tratar, con la via de administracién, y similares. La
gravedad de la afeccion, por ejemplo, se puede evaluar, en parte, mediante procedimientos de evaluacion del
pronostico estandar. Ademas, la dosis y quizas la frecuencia de la dosis también variaran de acuerdo con la edad,
peso corporal y respuesta del paciente individual.

Otros agentes y tratamientos

Las proteinas de fusion de la invencion se pueden administrar en combinacion con uno o mas agentes en
tratamiento. Por ejemplo, se puede coadministrar una proteina de fusion de la invenciéon con al menos un agente
terapéutico adicional. El término “agente terapéutico” engloba cualquier agente administrado para tratar un sintoma o
enfermedad en un individuo que necesite dicho tratamiento. Dicho agente terapéutico adicional puede comprender
cualquier ingrediente activo adecuado para la indicacion particular que se esta tratando, preferentemente aquellos
con actividades complementarias que no se ven afectadas de manera adversa entre si. En determinados modos de
realizacién, un agente terapéutico adicional es un agente inmunodepresor.

Dichos otros agentes estan presentes adecuadamente en combinacion en cantidades que son eficaces para el
propésito pretendido. La cantidad eficaz de dichos otros agentes depende de la cantidad de proteina de fusion
usada, el tipo de trastorno o tratamiento y otros factores analizados anteriormente. Las proteinas de fusion se usan,
en general, en las mismas dosificaciones y con las vias de administracion como se describe en el presente
documento, o aproximadamente desde un 1 a un 99 % de las dosificaciones descritas en el presente documento, o
en cualquier dosificacion y mediante cualquier via que se determine empiricamente/clinicamente que sea apropiada.

Dichas politerapias indicadas anteriormente engloban la administracion combinada (donde se incluyen dos o mas
agentes terapéuticos en la misma composicion o en composiciones separadas) y la administracién separada, en
cuyo caso, la administracion de la proteina de fusion de la invencion se puede producir antes, simultaneamente y/o
tras la administracion del adyuvante y/o agente terapéutico adicional.

Articulos de fabricacién

En otro aspecto de la descripcion, se proporciona un articulo de fabricacion que contiene materiales Utiles para el
tratamiento, la prevencién y/o el diagndstico de los trastornos descritos anteriormente. El articulo de fabricacion
comprende un recipiente y una etiqueta o prospecto del envase en o asociado con el recipiente. Los recipientes
adecuados incluyen, por ejemplo, frascos, viales, jeringas, bolsas de solucion i.v., etc. Los recipientes se pueden
formar a partir de una variedad de materiales, tales como vidrio o plastico. El recipiente contiene una composicion
que es, por si misma o combinada con otra composicion, eficaz para tratar, prevenir y/o diagnosticar la afeccion y
que puede tener un orificio de acceso estéril (por ejemplo, el recipiente puede ser una bolsa de solucion intravenosa
0 un vial que tenga un tapon perforable mediante una aguja de inyeccion hipodérmica). Al menos un agente activo
en la composicidon es una proteina de fusién de la invencion. La etiqueta o prospecto del envase indica que la
composicion se usa para tratar la afeccion de eleccion. Ademas, el articulo de fabricacion puede comprender (a) un
primer recipiente con una composicion contenida en el mismo, en el que la composicién comprende una proteina de
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fusion de la invencion; y (b) un segundo recipiente con una composicidon contenida en el mismo, en el que la
composicion comprende un agente terapéutico adicional. El articulo de fabricacion de la descripcion puede
comprender ademas un prospecto del envase que indique que las composiciones se pueden usar para tratar una
afeccion particular. De forma alternativa, o adicionalmente, el articulo de fabricacion puede comprender ademas un
segundo (o tercer) recipiente que comprenda un tampén farmacéuticamente aceptable, tal como agua
bacteriostatica para inyectables (BWFI), solucion salina tamponada con fosfato, solucién de Ringer y solucion de
dextrosa. Puede incluir ademas otros materiales deseables desde un punto de vista comercial y del usuario,
incluyendo otros tampones, diluyentes, filtros, agujas y jeringas.

Ejemplos

Lo que sigue son ejemplos de procedimientos y composiciones de la invencion. Se entiende que se pueden poner
en practica otros modos de realizacion diversos, dada la descripcién general proporcionada anteriormente.

Técnicas de ADN recombinante

Se usaron procedimientos estandar para manipular el ADN como se describe en Sambrook et al., Molecular cloning:
A laboratory manual; Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989. Se usaron los
reactivos biolégicos moleculares de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La informacion general sobre las
secuencias de nucleétidos de las cadenas ligera y pesada de inmunoglobulina humana se proporciona en: Kabat,
E.A. et al., (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, quinta ed., publicacion del NIH n.° 91-3242.

Secuenciacion de ADN
Se determinaron secuencias de ADN mediante secuenciacién bicatenaria.
Sintesis génica

Cuando se requirid, se generaron segmentos génicos deseados mediante PCR usando moldes apropiados o bien se
sintetizaron mediante Geneart AG (Ratisbona, Alemania) a partir de oligonucledétidos sintéticos y productos de PCR
mediante sintesis génica automatizada. En los casos donde no estaba disponible ninguna secuencia génica exacta,
se disefaron cebadores de oligonucledtidos en base a las secuencias de los homologos méas préximos y se aislaron
los genes mediante RT-PCR del ARN que provenia del tejido apropiado. Se clonaron los segmentos génicos
flanqueados por sitios de escision de endonucleasas de restriccion singulares en vectores de
clonacion/secuenciacion estandar. Se purificd el ADN plasmidico de bacterias transformadas y se determind la
concentracion mediante espectroscopia UV. Se confirméd la secuencia de ADN de los fragmentos génicos
subclonados mediante secuenciacion de ADN. Se disefiaron segmentos génicos con sitios de restriccién adecuados
para permitir la subclonacion en los vectores de expresion respectivos. Se disefiaron todas las construcciones con
una secuencia de ADN en extremo 5 que codifica un péptido lider que se dirige hacia proteinas para su secrecion
en células eucariotas. Las SEQ ID NO 39-47 dan péptidos lider ejemplares y secuencias de polinucleétido que los
codifican.

Preparacion de fusiones subunidades By de IL-2R-Fc y fusiéon subunidad a de IL-2R-Fc

Para estudiar la afinidad de union con respecto al receptor de IL-2, se generé una herramienta que permitio la
expresion de un receptor de IL-2 heterodimérico. La subunidad 8 del receptor de IL-2 se fusion6 con una molécula
Fc que se genomanipuld para heterodimerizar (Fc(ojal)) (véanse las SEQ ID NO 21 y 22 (humanas), las SEQ ID NO
27 y 28 (de ratén) y las SEQ ID NO 33 y 34 (de macaco cangrejero)) usando la tecnologia de “botones en ojales”
(Merchant et al., Nat Biotech. 16, 677-681 (1998)). Entonces, la subunidad y del receptor de IL-2 se fusion6 con la
variante de Fc(boton) (véanse las SEQ ID NO 23 y 24 (humanas), las SEQ ID NO 29 y 30 (de raton) y las SEQ ID
NO 35 y 36 (de macaco cangrejero)), que se heterodimerizaron con Fc(ojal). Entonces, se usé esta proteina de
fusién a Fc heterodimérica como sustrato para analizar la interaccion IL-2/receptor de IL-2. La subunidad a de IL-2R
se expresd como una cadena monomerica con un sitio de escision de AcTev y una marca Avi His (SEQ ID NO 25y
26 (humanas), SEQ ID NO 31 y 32 (de ratén) y SEQ ID NO 37 y 38 (de macaco cangrejero)). Se expresaron de
forma transitoria subunidades de IL-2R respectivas en células HEK EBNA 293 con suero para la construccion de las
subunidades By de IL-2R y sin suero para la construccion de la subunidad a. Se purificd la construccion de las
subunidades By de IL-2R en la proteina A (GE Healthcare), seguido de cromatografia de exclusion por tamafio (GE
Healthcare, Superdex 200). Se purificé la subunidad a de IL-2R por medio de marca His en una columna NiNTA
(Qiagen) seguido de cromatografia de exclusién por tamafio (GE Healthcare, Superdex 75). Las secuencias de
aminoacidos y nucleétidos correspondientes de diversas construcciones de receptores se dan en las SEQ ID NO 21-
38.

Preparacién de las proteinas de fusién
Las secuencias de ADN se generaron mediante sintesis génica y/o técnicas clasicas de biologia molecular y se

subclonaron en vectores de expresion en mamiferos bajo el control de un promotor MPSV y en direccién 5’ de un
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sitio de poliA sintética, portando cada vector una secuencia OriP de VEB. Se produjeron proteinas de fusién como se
aplica en los ejemplos a continuacion cotransfectando células HEK293-EBNA que crecen exponencialmente con los
vectores de expresion en mamiferos usando transfeccion con fosfato de calcio. De forma alternativa, se
transfectaron células HEK293 que crecian en suspension con los vectores de expresion respectivos mediante
polietilenimina (PEI). De forma alternativa, se usaron grupos de células CHO transfectadas de forma estable o
clones de células CHO para la producciéon en medio libre de suero. Posteriormente, se purificaron las proteinas de
fusion a partir del sobrenadante. En resumen, se purificaron proteinas de fusion mediante una etapa de afinidad con
proteina A (HiTrap ProtA, GE Healthcare) equilibrada en fosfato de sodio 20 mM, citrato de sodio 20 mM, pH 7,5.
Después de cargar el sobrenadante, la columna se lavé en primer lugar con fosfato de sodio 20 mM, citrato de sodio
20 mM, pH 7,5, y posteriormente se lavé con fosfato de sodio 13,3 mM, citrato de sodio 20 mM, cloruro de sodio
500 mM, pH 5,45. La proteina de fusién se eluyé con citrato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 100 mM, glicina
100 mM, pH 3, o citrato de sodio 10 mM, pH 3,0. Las fracciones se neutralizaron con Na;HPO, 0,5 M, pH 8,0 (1:10),
se agruparon y purificaron mediante cromatografia de exclusién por tamafio (HiLoad 16/60 Superdex 200, GE
Healthcare o HiLoad 26/60 Superdex 200, GE Healthcare) en el tampdn de formulacién final: histidina 20 mM, NacCl
140 mM, pH 6,0. Se determiné la concentracion de proteinas de las muestras de proteinas purificadas midiendo la
densidad 6ptica (DO) a 280 nm, usando el coeficiente de extinciébn molar calculado en base a la secuencia de
aminoacidos. También se determiné el peso molecular en base a la secuencia de aminoacidos. Se analizaron la
pureza y peso molecular de las proteinas de fusion mediante SDS-PAGE en presencia y ausencia de un agente
reductor (1,4-ditiotreitol 5 mM) y se tifieron con azul de Coomassie (SimpleBlue™ SafeStain, Invitrogen). Se uso el
sistema en gel NuPAGE® Pre-Cast (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante (geles Tris-glicina al
4-20 % o Bis-Tris al 3-12 %). De forma alternativa, se analizaron la pureza y el peso molecular de las moléculas
mediante analisis EC-SDS en presencia y ausencia de un agente reductor, usando el sistema Caliper LabChip GXII
(Caliper Lifescience) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se analiz6 el contenido total de las muestras
de proteina de fusidon usando una columna analitica de exclusién por tamafio Superdex 200 10/300GL (GE
Healthcare) en MOPS 2 mM, NaCl 150 mM, NaNs al 0,02 %, tampdn de migracion a pH 7,3 a 25 °C. De forma
alternativa, se analiz6 el contenido total de las muestras de anticuerpo usando una columna analitica de exclusion
por tamafio TSKgel G3000 SW XL (Tosoh) en K;HPO, 125 mM, NaCl 125 mM, monoclorhidrato de L-arginina
200 mM, NaN3z al 0,02 % (p/v), tampdn de migracion a pH 6,7 a 25 °C.

Los resultados de la purificacion y caracterizacion de las construcciones de IgG DP47GS-IL-2, IgG DP47GS-(IL-2),
IgG DP47GS-IL-2 N88D, IgG DP47GS-(IL-2 N88D), e 1gG DP47GS-(IL-2 E95A), se muestran en las figuras 1, 2, 3,
4y 5, respectivamente.

Afinidad con respecto a los receptores de IL-2

La afinidad de las proteinas de fusion se determiné mediante resonancia de plasmoén superficial (RPS) en un Biacore
T200 (GE Healthcare) para el heterodimero By de IL-2R humano, murino y de macaco cangrejero usando el
heterodimero By de IL-2R recombinante en las siguientes condiciones: ligandos: heterodimero botén B ojal y de IL-
2R humano, murino y de macaco cangrejero biotinilado inmovilizado en un chip SA (las concentraciones de
inmovilizacion fueron de 194, 114 y 116 UR, respectivamente), analitos: IgG DP47GS-IL-2 (véanse las SEQ ID NO
13, 15y 19), IgG DP47GS-(IL-2), (véanse las SEQ ID NO 17 y 19), IgG DP47GS-IL-2 N88D (véanse las SEQ ID NO
15, 19 y 48), IgG DP47GS-(IL-2 N88D), (véanse las SEQ ID NO 19 y 50) e IgG DP47GS-(IL-2 E95A), (véanse las
SEQ ID NO 19 y 52), temperatura: 25 °C, tampo6n: HBS-EP, concentracion de analito: 100 nM hasta 1,2 nM
(diluciones 1:3), caudal: 30 pl/min, asociacion: 120 s, disociacion: 600 s para las 2 concentraciones mas altas y
120 s para las concentraciones mas bajas, regeneracion: 60 s MgCl, 3 M, ajuste: modelo de unién de Langmuir 1:1,
IR0, Rméax=local. Se determinaron las afinidades en base a las constantes de velocidad cinética kas y kgis. La
afinidad de las proteinas de fusién también se determiné para la subunidad a de IL-2R humano, murino y de macaco
cangrejero usando la subunidad a de IL-2R monomérica recombinante en las siguientes condiciones: ligandos:
subunidad a de IL-2R humano, murino y de macaco cangrejero inmovilizada en un chip CM5 por medio de
acoplamiento de amina (las concentraciones de inmovilizacién fueron de 240, 245 y 220 UR, respectivamente),
analitos: 1IgG DP47GS-IL-2 (véanse las SEQ ID NO 13, 15y 19), IgG DP47GS-(IL-2), (véanse las SEQ ID NO 17 y
19), IgG DP47GS-IL-2 N88D (véanse las SEQ ID NO 15, 19 y 48), IgG DP47GS-(IL-2 N88D), (véanse las SEQ ID
NO 19 y 50) e IgG DP47GS-(IL-2 E95A), (véanse las SEQ ID NO 19 y 52), temperatura: 25 °C, tampén: HBS-EP,
concentracion de analito 300 nM hasta 0,41 nM (diluciones 1:3), caudal: 30 pl/min, asociacion: 120 s, disociacion:
180 s, regeneracion: glicina 10 mM, pH 1,5, durante 60 s. Se determinaron las afinidades mediante andlisis en
estado estacionario.

Los resultados de las mediciones de la afinidad en base a la cinética para el heterodimero By de IL-2R y el estado
estacionario para la subunidad a de IL-2R se proporcionan en la tabla 1.

Tabla 1. Unién de proteinas de fusién a By de IL-2R y a de IL-2R.

BydelIL-2R | BydelL-2R | BydelL-2R | adelL-2R adelL-2R adelL-2R
Kp en nM
hu mc mu hu me mu
IgG
DP47GS-IL-2 015 0,60 0,85 51 81 112
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IgG
DP47GS-(IL- 0,11 0,17 0,37 20 31 26
2)2

IgG
DP47GS-IL-2 0,93 1,3 24 18 31 48
N88D

IgG
DP47GS-(IL- 0,24 0,57 2,1 22 30 25
2 N88D),

IgG
DP47GS-(IL- 0,16 0,29 0,36 24 32 26
2 E95A),

Las fusiones IgG DP47GS-IL-2 humanas y mutantes de las mismas no solo se unen a las 3 cadenas diferentes a, 8
y y del receptor de IL-2 humano, sino también a las respectivas cadenas del receptor de macaco cangrejero y raton,
aunque las afinidades, en promedio, tienden a ser ligeramente méas bajas para las ultimas dos especies. Las
afinidades de estas fusiones de citocinas con respecto a las cadenas a humanas y de macaco cangrejero son
comparables, con respecto a la cadena a murina existe una diferencia de afinidad ~2 veces en comparacién con
respecto a la cadena a humana observada para las moléculas que portan solo una porcion de citocina. Para las
moléculas con dos porciones de citocina, lo mas probablemente debido a la avidez, esta diferencia no existe. Las
afinidades de IgG DP47GS-IL-2 e IgG DP47GS-IL-2 N88D con respecto a las cadenas a, en teoria, deberian ser
iguales, ya que la mutacion N88D no deberia afectar a la interfase con respecto a la cadena a. N88 se posiciona en
la interfase con respecto a la cadena 3 del receptor de IL-2 y la mutagénesis con respecto a D da lugar a una
afinidad disminuida, como se puede observar comparando la unién de 1IgG DP47GS-IL-2 e IgG DP47GS-IL-2 N88D
a By de IL-2R de las tres especies (0,15nM, 0,60nM y 0,85nM frente a 0,93nM, 1,3nM y 2,4 nM,
respectivamente). Para IgG DP47GS-(IL-2 N88D), que porta dos citocinas IL-2 mutadas, al menos hacia las By de
IL-2R humano, esta diferencia es menos pronunciada, lo méas probablemente debido a la avidez. IgG DP47GS-(IL-
2); e 1IgG DP47GS-(IL-2 E95A), presentan avideces muy similares en la union a By de IL-2R de las tres especies.
Aunque E95 también se posiciona en la interfase con respecto a la cadena 3 del receptor de IL-2, la mutagénesis
con respecto a A, al menos cuando dos de estos mutantes se fusionan con la I1gG, no da lugar a una disminucion
significativa de la avidez.

Expresion de receptores de IL-2 en células inmunitarias

El receptor de IL-2 trimérico de afinidad alta esta compuesto por las cadenas a (IL-2RA, CD25), 8 (IL-2RB, CD122) y
y (IL-2RG, CD132) y tiene una Kp de ~10 pM. Solo CD25 tiene solo una afinidad baja (Kp ~10 nM) para IL-2. El
dimero IL-2RB/IL-2RG, que se expresa en algunos tipos de células en ausencia de IL-2RA, también se une a IL-2,
pero con una afinidad intermedia (Kp ~1 nM). La sefializaciéon por medio del receptor de IL-2 se media por las
cadenas IL-2RB e IL-2RG. A partir de los andlisis de estructuras cristalinas, IL-2RA no parece entrar en contacto con
IL-2RB o bien con IL-2RG. Se ha propuesto que la base de la cooperacién del receptor trimérico sea una reduccion
de entropia cuando CD25 captura IL-2 en la superficie de las células para su presentacion a IL-2RB e IL-2RG, o, de
forma alternativa, se produce una alteracion inducida por CD25 en la conformacion de IL-2, estabilizando, por tanto,
el complejo. En los linfocitos T FOXP3" CD4" reguladores existe un gran exceso estequiométrico de IL-2RA en
comparacion con las cadenas B y y del receptor, lo que respalda la hipétesis de que los dimeros, o incluso
complejos més grandes, de la cadena a contribuyen a la union de IL-2. También existen pruebas de que CD25 en
una célula puede presentar IL-2 para dimeros IL-2RB/IL-2RG en otra célula, en una interaccion intercelular de
afinidad alta que enfatiza la relacion Gnica entre las tres cadenas que componen el receptor de IL-2 de afinidad alta.

Se determiné la expresién de CD25 (IL-2RA) y CD122 (IL-2RB) en subconjuntos de Treg CD4", subconjuntos de
linfocitos NK y linfocitos NKT, asi como en subconjuntos de linfocitos T convencionales CD4" y CD8" mediante
FACS (figura 6 y 7). Se usaron marcadores de superficie de las células para definir subconjuntos de Treg CD4",
linfocitos NKT y linfocitos NK (figura 6). A fin de optimizar la tincién para CD25 y CD122, no se realizé ninguna
tincidon para FoxP3 intracelular. En resumen, usando 150 pl de sangre donada por un voluntario sano, se incubaron
anticuerpos fluorescentes durante 45 minutos a temperatura ambiente en oscuridad (mezclada en vortex al
comienzo y después de 20 min). Los eritrocitos se lisaron con tampon de lisis BD (BD FACS Lysing Solution,
349202) durante 9 minutos y las células restantes se lavaron (2 ml de PBS + BSA al 0,1 %) y se fijaron (PFA al 1 %).
Se analizaron las células en un analizador de células LSRFortessa’ (Becton Dickinson) y se analizaron los datos
usando el programa informatico FloJo (TreeStar). Se identificaron subconjuntos de Treg usando anticuerpos
especificos para TCRaB-FITC (IP26, BioLegend), CD4-Alexa Fluor® 700 (RPA-T4, BioLegend), CD127-PE/CY7
(ebioRDR5, Ebioscience), CD45RA-Pacific Blue (HI100, BioLegend), CD25-APC (2A3, M-A251, BD Biosciences) y
CD122-PE (TU27, BioLegend). Se tifieron linfocitos NK y NKT en un tubo separado con anticuerpos especificos para
TCRaB-FITC, CD4-Alexa Fluor® 700, CD8-PE/CY7 (HTT8a, BioLegend), CD56-Pacific Blue (HCD56, BioLegend),
CD25-APC y CD122-PE. Tras la seleccion de los linfocitos en base a FSC/SSC, y la exclusiéon de los dobletes, se
identificaron los Treg indiferenciados como TCRaB'CD4'CD127 CD25'CD45RA’, se identificaron los Treg de
memoria como TCRaB CD4'CD127' CD25'CD45RA" y se identificaron los Treg activados como TCRap 'CD4'CD127
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CD25"CD45RA". Se identificaron los linfocitos NK como TCRap CD567%"" y se identificaron los linfocitos NK
activados como TCRap CD56™"™. Se identificaron los linfocitos NKT como TCRaB*CD56". Se usaron controles de
isotipo (Cl) conjugados con APC y PE a fin de estimar la fluorescencia de fondo para CD25 y CD122,
respectivamente.

De forma similar, se usaron marcadores de superficie de las células para definir linfocitos T CD4" convencionales
indiferenciados y de memoria (figuras 7A y 7B), linfocitos T CD8" convencionales de memoria y linfocitos T CD8
CD45RA" (una combinacién de los subconjuntos indiferenciados y TEMRA; TEMRA se refiere a los linfocitos T de
memoria efectora que han vuelto a expresar CD45RA) (figuras 7C y 7D). La tincidn y el andlisis se realizaron como
se describe anteriormente. Usando el mismo tubo descrito anteriormente para caracterizar los Treg CD4", se
identificaron los linfocitos T indiferenciados convencionales CD4* como TCRaB'CD4'CD127'CD25" CD45RA" y se
identificaron los linfocitos T de memoria convencionales CD4* como TCRaB'CD4'CD127'CD25"'CD45RA". Se
definieron los linfocitos T CD8 usando TCRaB-FITC, CD8-Alexa Fluor® 700 (HTT8a, BioLegend), CD28-PE/CY7
(CD28.2, BioLegend), CD45RA-Pacific Blue, CD25-APC y CD122-PE. Se identificaron los linfocitos T de memoria
CD8" como TCRaB'CD8'CD45RA’. Se identificaron linfocitos TEMRA e indiferenciados CD8* como
TCRaB'CD8"CD45RA". No se usé CD28 para distinguir los linfocitos T indiferenciados CD8" de los linfocitos T
TEMRA CD8', puesto que el marcador CD28 no se incluyé en el andlisis de pSTAT5a que se describe a
continuacion (véase la figura 8). En algunas pruebas (figura 15), se definieron los subconjuntos adicionales como
sigue: linfocitos T CD4" de memoria central (TCRap+CD4'CD56 FOXP3' CD45RA CD127'CD25™"), linfocitos T CD4*
de memoria efectora (TCRGB+CD4+CD56'FOXP3'CD45RA"CD127'CD25'/+), linfocitos T CD8" de memoria central
(TCRaB'CD8'CD56 FOXP3 CD45RA CD127 CD25™), linfocitos T CD8" de memoria efectora (TCRaB*CD8'CD56"
FOXP3 CD45RA CD127 CD25™) y linfocitos CD8" TEMRA (TCRaB*CD8'CD56 FOXP3 CD45RA'CD127 CD25™).

En las figuras 6 y 7, se muestra la expresion especifica de célula de IL-2RA e IL-2RB para subconjuntos de linfocitos
T, linfocitos NK y linfocitos T NK en sangre periférica humana (IL-2RG tiene una expresion esencialmente ubicua en
células hematopoyéticas, puesto que se asocia con un gran numero de receptores de citocina). La concentracion
mas alta de IL-2RA esté presente en las tres poblaciones de linfocitos T CD4" reguladores (Treg): indiferenciados
(CD45RA'CD25"), de memoria (CD45RA'CD25") y activados (CD45RA'CD25%) (figura 6A). En promedio, los
linfocitos T CD4" de memoria convencionales expresan aproximadamente 10 veces menos CD25 que los Treg
(figura 7A). La expresion de CD25 en linfocitos T CD4" indiferenciados varia significativamente entre los donantes,
pero siempre es mas baja que la observada en los linfocitos T CD4" de memoria (figura 7A). La expresién de CD25
en los linfocitos T CD8, NKT y NK es muy baja 0 no detectable, excepto para los linfocitos NK CD56Me" (figuras 6C
y 1C). Los linfocitos NK CD56™"™ y NK CD56" expresan la concentracion mas alta de IL-2RB (figura 6D),
aproximadamente 10 veces mas que cualquiera de los subconjuntos de linfocitos T, incluyendo los linfocitos NKT
(figuras 6B, 6D, 7B, 7D).

Induccién de pSTAT5a en subconjuntos de células de sangre periférica humana

Tras la oligomerizacion inducida por IL-2 del IL-2R trimérico, se activan las proteinas tirosina cinasas citoplasmicas
JAK1 y JAK3, que se asocian con los dominios intracelulares de IL-2RB e IL-2RG, respectivamente. Estas cinasas
fosforilan determinados residuos de tirosina de IL-2RB que actdan como sitios de acoplamiento para STAT5a y
STAT5b que, a su vez, se fosforilan. La activacién inducida por IL-2 de varias vias de sefializacién finalmente da
como resultado la transcripcion de genes diana que contribuyen a las diversas funciones asociadas con la via IL-
2/IL-2R. Puesto que diversos tipos de células expresan diferentes concentraciones de las moléculas IL-2RA e IL-
2RB del receptor de IL-2 (figuras 6 y 7), se midieron las concentraciones de pSTAT5a en células individuales
mediante citometria de flujo policromética a fin de entender la respuesta de sefializacion integrada a IL-2 mediada
mediante diversas combinaciones de los receptores de afinidad alta e intermedia.

Se evaluaron los efectos de diversas dosis de IgG DP47GS-IL-2, IgG DP47GS-(IL-2),, IgG DP47GS-(IL-2E95A)3,
IgG DP47GS-IL-2N88D e IgG DP47GS-(IL-2N88D), sobre la induccion de la fosforilacion de STAT5a en
subconjuntos de Treg CD4" humanos, linfocitos T CD4" convencionales indiferenciados y de memoria, linfocitos T
CD8" convencionales de memoria, linfocitos T CD8 CD45RA", linfocitos NKT vy linfocitos NK (figura 8-14 y tabla 2 y
3,). Todos los subconjuntos se caracterizaron en un tubo Unico para cada dosis. En resumen, se obtuvo sangre de
un voluntario adulto humano sano en tubos heparinizados. Se afiadieron diversas concentraciones de proteinas de
fusion 1IgG DP47GS-IL-2 a 500 pl de sangre y se incubaron a 37 °C. Después de 30 minutos, se lisé y se fijo la
sangre usando un tampon de lisadoffijacion calentado previamente (Becton Dickinson n.° 558049) durante 10
minutos a 37 °C, se lavé 2 veces con PBS que contenia BSA al 0,2 % seguido de permeabilizacion con metanol
enfriado previamente a -20 °C (Sigma, Biotech, grado 494437) durante 20 minutos en hielo. Entonces, las células se
lavaron exhaustivamente 4 veces con PBS que contenia BSA al 0,2 % antes de que se realizara la tincion con FACS
usando un panel de anticuerpos fluorescentes para distinguir diferentes subpoblaciones de linfocitos y linfocitos NK y
el estado de pSTAT5a. Los anticuerpos utilizados fueron anti-CD4-Alexa Fluor® 700 (clon RPA-T4), CD3-
PerCP/Cy5.5 (UCHT1), CD45RA-PE/Cy7 (HI100), CD8-Brilliant Violet 605 (RPA-T8), CD56-Brilliant Violet 421
(HCD56), FOXP3-PE (259D) (todos de BioLegend), CD25-APC (clones M-A251 y 2A3) y pSTAT5a-Alexa Fluor® 488
(pY694) (Becton Dickinson). Se adquirieron las muestras usando un analizador de células LSRFortessa " (Becton
Dickinson) y se analizaron los datos usando el programa informatico FlowJo (FlowJo, EEC). Después de la seleccién
de los linfocitos y la exclusién de los dobletes, se definieron los Treg como CD3"CD4'FOXP3" y se subdividieron
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como CD45 FOXP3? (Treg activados), CD3"'CD4 CD45RAFOXP3" (Treg de memoria) y CD3'CD4"'CD45 'FOXP3"
(Treg indiferenciados). Se definieron los linfocitos T CD4" convencionales como CD3'CD4'CD45RA"
(indiferenciados) y CD3"CD4"CD45RA" (de memoria). Se definieron los linfocitos T CD8 como CD3'CD8 CD45RA’
(de memoria) y CD3'CD8'CD45RA". Se definieron los linfocitos NKT como CD3'CD56" y se definieron los linfocitos
NK como CD3 CD56™*"™ (linfocitos NK activados) o CD3'CD56" (linfocitos NK). Se cuantificaron concentraciones de
pSTAT5a intracelular en todos los subconjuntos de células a todas las dosis.

La figura 8 muestra la respuesta a la dosis del inmunoconjugado IgG DP47GS-IL-2 en los linfocitos T, linfocitos NK y
linfocitos T NK en sangre periférica humana de tres donantes individuales, cada uno sometido a prueba en dias
diferentes. La jerarquia de la reactividad a IgG DP47GS-IL-2 fue la misma en los tres donantes y la misma que la
observada cuando se usé IL-2 humana recombinante (Proleukin®) (datos no mostrados). Las tres poblaciones de
Treg, activados (CD45RA CD25?), de memoria (CD45RA'CD25") e indiferenciados (CD45RA'CD25"), incrementaron
las concentraciones de pSTAT5a a la concentracion de 0,1 ng/ml de IgG DP47GS-IL-2, mientras que otras
poblaciones de células requirieron mas de 1 ng/ml (linfocitos NK CD56™"® y T CD4" de memoria) o bien 10-
100 ng/ml (linfocitos T CD8" T de memoria, linfocitos NK CD56", linfocitos T CD4" indiferenciados, linfocitos NKT y
linfocitos T CD8 CD45RA") de IgG DP47-IL-2 para producir incrementos detectables de pSTAT5a. Véase también la
figura 11 para obtener respuestas a la dosis méas detalladas por las poblaciones de Treg que presenten su alta
sensibilidad frente a IgG DP47GS-IL-2. Es notable que la expresion alta de IL-2RB en los linfocitos NK con
concentraciones intermedias de CD56 (figura 6D) en comparacion con la expresion de IL-2RB en los subconjuntos
de linfocitos T no sea suficiente para permitir la sensibilidad de IL-2 similar a Treg. En general, los subconjuntos de
Treg activados, de memoria e indiferenciados mostraron la mayor sensibilidad a IgG DP47GS-IL-2, mientras que los
linfocitos NK CD56™™ y los linfocitos T efectores de memoria convencionales CD4" fueron 20-50 veces menos
sensibles. Entre los deméas subconjuntos de células analizados frente a los incrementos de pSTAT5a, los linfocitos T
efectores de memoria CD8", los linfocitos T efectores indiferenciados CD4", los linfocitos NKT, los linfocitos NK “en
reposo” (positivos, sin tincién fuerte para CD56) y los linfocitos T efectores indiferenciados CD8" + de memoria
CD45RA” fueron relativamente insensibles al inmunoconjugado IgG-IL-2.

La figura 9 muestra la respuesta a la dosis de IgG DP47GS-(IL-2); en los linfocitos T, linfocitos NK y linfocitos T NK
en sangre periférica humana de cinco donantes individuales, cada uno sometido a prueba en dias diferentes. Como
se observd para IgG DP47GS-IL-2 (figura 8), los tres subconjuntos de Treg fueron las células méas sensibles a
pSTAT5a inducido por IgG DP47GS-(IL-2), (figuras 9 y 11) y se descubrieron respuestas a la dosis jerarquicas
similares para los demés subconjuntos de células en los cinco donantes.

Para comparar mas facilmente 1IgG DP47GS-IL-2 e IgG DP47GS-(IL-2),, se normalizaron los valores de pSTAT5a
(figura 10). Para normalizar los valores de IMF, se restaron los valores de IMF de pSTAT5a sin estimular especificos
para cada subconjunto seleccionado de todos los valores de IMF estimulados para ese subconjunto de células. Los
valores resultantes se dividieron por el valor de IMF de pSTAT5a més alto obtenido por ese subconjunto en la
respuesta a la dosis. Las CEsg se estimaron en base a la cantidad de proteina de fusion de IL-2 requerida para
alcanzar un 50 % de la IMF de pSTAT5a méaxima observada para ese subconjunto. Como se muestra en la figura
10, el inmunoconjugado 1gG DP47GS-(IL2), produjo una induccién mas potente de pSTAT5a en células que
expresaban constitutivamente CD25, potencialmente como consecuencia de una avidez incrementada del
inmunoconjugado por el receptor de IL-2 de afinidad alta. Se observé que la CEsq para la activacion de pSTAT5a era
5-9 veces mas baja en los Treg cuando se comparaba directamente IgG DP47GS-(IL-2), con IgG DP47GS-IL-2. La
tabla 2 resume los valores de CEsg representativos y la tasa de diferencia para la activacion de pSTAT5a mediante
IgG DP47GS-IL-2 frente a IgG DP47GS-(IL-2); en los diferentes subconjuntos de células.

Tabla 2. Valores de CEsp y tasas de diferencia para la activacion de pSTAT5a mediante IgG DP47GS-IL-2 frente a
IgG DP47GS-(IL-2); en diferentes subconjuntos de células.

Linfocito T IgG-IL-2 IgG-(IL-2)2 Tasa de cambio
Treg activados 0,10 ng/ml 0,020 ng/ml 5
Treg de memoria 0,22 ng/ml 0,033 ng/ml 7
Treg indiferenciados 0,20 ng/ml 0,023 ng/ml 9
NK CD56"e"® 2,0 ng/ml 0,63 ng/ml 3
Tef de memoria CD4" 5 ng/ml 0,7 ng/ml 7
Linfocitos NK 35 ng/ml 10 ng/ml 4

Incluso a concentraciones extremadamente limitantes, IgG DP47GS-(IL-2), produjo concentraciones mas altas de
pSTAT5a en comparacion con IgG DP47GS-IL-2 (figura 11). Para este experimento, se someti6 a prueba
individualmente la sangre de tres voluntarios sanos en el mismo dia para obtener respuestas con respecto a una
valoracion por duplicado de IgG DP47-IL-2 e IgG DP47-(IL-2), a concentraciones limitantes de IL-2. Los gréaficos en
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la figura 11 representan la media + DE de la IMF de pSTAT5a para los tres donantes. Ademas de los tres
subconjuntos de Treg examinados individualmente (figura 11B-D), se aplicé una seleccion para evaluar pSTAT5a en
los Treg CD3"CD4"FoxP3" totales (figura 11 A). Los resultados indican claramente un incremento de 5-10 veces en
la potencia para la activacion por IgG DP47GS-(IL-2), de los de Treg a pesar de solo un incremento de 2 veces en la
IL-2 por molécula de IgG. Se realiz6 citometria de flujo policromatica como se describe anteriormente (véase la
figura 8).

Los linfocitos T efectores de memoria convencionales CD4" también respondieron a concentraciones mas bajas (7
veces) de IgG DP47GS-(IL-2), en comparacion con IgG DP47GS-IL-2. Mientras que los valores de CEso fueron mas
bajos para los linfocitos NK CD56™*™ y los linfocitos NK CD56" al comparar 1gG DP47GS-(IL-2), con IgG DP47-IL-2,
la reduccion solo fue de 3 veces y 4 veces, respectivamente. Esto probablemente se debe a la dependencia de
estas células del receptor de IL-2 de afinidad intermedia para la sefalizacion mediada por IL-2. Este cambio
diferencial en la DEsp para los Treg frente a los linfocitos NK incrementa la preferencia por la activacion de los Treg
en varias veces.

La figura 12 muestra la respuesta a la dosis del IgG DP47GS-(IL-2E95A); en los linfocitos T, linfocitos NK y linfocitos
T NK en sangre periférica humana de tres donantes individuales, cada uno sometido a prueba en dias diferentes. Se
disefid la molécula de IL-2E95A y se predijo que reduciria la actividad de unién a IL-2RBy, pero, de hecho, presentd
propiedades de unién similares al receptor de IL-2RBy como lo hizo la IL-2 natural. La jerarquia de la reactividad a
IgG DP47GS-(IL-2E95A), fue la misma en los tres donantes y la misma que la observada en los mismos donantes
con el inmunoconjugado IgG DP47GS-(IL-2), con IL-2 natural. Las tres poblaciones de Treg, activados (CD45RA’
CD25%), de memoria (CD45RA'CD25") e indiferenciados (CD45RA'CD25") incrementaron las concentraciones de
pSTAT5a a menos de concentraciones de 0,1 ng/ml de IgG DP47GS-(IL-2E95A),, mientras que otras poblaciones de
células requirieron 1 ng/ml (linfocitos NK CD56™" y linfocitos T efectores de memoria convencionales CD4") o bien
10-100 ng/ml (linfocitos T CD8" de memoria, linfocitos NK CD56", linfocitos T CD4" indiferenciados, linfocitos NKT y
linfocitos T CD45RA'CDS8") de IgG DPA47-(IL-2E95A), para producir incrementos detectables de pSTAT5a. Es
notable que la expresion alta de IL-2RB en los linfocitos NK con concentraciones intermedias de CD56 (figura 6D) en
comparacion con la expresion de IL-2RB en los subconjuntos de linfocitos T no sea suficiente para permitir la
sensibilidad de IL-2 similar a Treg. En general, los subconjuntos de Treg activados, de memoria e indiferenciados
mostraron la mayor sensibilidad a IgG DP47GS-(IL-2E95A),, mientras que los linfocitos NK CD56™™ y los linfocitos
T efectores de memoria convencionales CD4" fueron 20-50 veces menos sensibles. Entre los deméas subconjuntos
de células analizados frente a los incrementos de pSTAT5a, los linfocitos T efectores de memoria CD8", los linfocitos
T efectores indiferenciados CD4", los linfocitos NKT, los linfocitos NK “en reposo” (positivos, sin tincion fuerte para
CD56) y los linfocitos T efectores indiferenciados CD8" CD45RA" fueron relativamente insensibles al
inmunoconjugado IgG-(IL-2E95A),.

La figura 13 muestra la respuesta a la dosis de IgG DP47GS-(IL-2N88D), en los linfocitos T, linfocitos NK y linfocitos
T NK en sangre periférica humana de cinco donantes individuales, cada uno sometido a prueba en dias diferentes.
Se disefio la molécula de IL-2N88D para reducir la actividad de unién a IL2Ry y, a diferencia de la mutacion puntual
E95A, tenia 6,2 veces menos afinidad de unién a IL2RBy mediante analisis con Biacore (tabla 1, Kp 0,15 nM frente a
0,93 nM). Como se observo para todos los inmunoconjugados de IL-2 hasta la fecha, los tres subconjuntos de Treg
fueron las células mas sensibles a la activacion de pSTAT5a mediante IgG DP47GS-(IL-2N88D); y se descubrieron
respuestas a la dosis jerarquicas similares para los demas subconjuntos de células en los cinco donantes. Cabe
destacar la falta de reactividad de los linfocitos T efectores de memoria CD4" cuando se estimulan con IgG
DP47GS-(IL-2N88D),; incluso a dosis de 1000 ng/ml, tuvo poco efecto sobre la estimulacion de esta importante
poblacion de células autoinmunitarias.

En este ejemplo, una mutaciéon puntual Unica en IL-2 disefiada de manera Unica, N88D, redujo drasticamente la
actividad estimuladora en la poblacion de células deseada, los linfocitos T efectores de memoria CD4*, todo
mientras mantenia los efectos estimuladores de Treg requeridos para una entidad terapéutica novedosa y mejorada.

Para comparar 1IgG DP47GS-(IL-2), para IL-2 natural con los inmunoconjugados con las mutaciones puntuales en IL-
2 E95A y N88D, se representaron los valores de pSTAT5a frente a si mismos para cada uno de los tipos de células
que se estan sometiendo a prueba (figura 14). IgG DPS47GS-(IL-2E95A), mostré una actividad idéntica a su
homélogo natural IgG DP47GS-(IL-2), estimulando cada una de las poblaciones de células humanas con curvas de
respuesta a la dosis superponibles. En cambio, las moléculas de unién reducida a IL2RBy, IgG DP47GS-IL-2N88D e
IgG DP47GS-(IL-2N88D2),, tuvieron poco efecto sobre los linfocitos T efectores de memoria CD4" y solo el
conjugado bivalente 1IgG DP47GS-(IL-2N88D), retuvo una actividad estimuladora significativa en las diferentes
poblaciones de Treg.

Los resultados en la figura 15 muestran las respuestas de pSTAT5a de sangre completa obtenidas de diez donantes
de sangre humana adicionales. En dias separados, se sometid a prueba cada donante comparando un amplio
intervalo de valoracién (26 log) de IgG DP47GS-(IL-2), e IgG DP47GS-(IL-2N88D),. Como se observé previamente
con IgG DP47GS-(IL-2), (figura 9), los Treg de memoria y los Treg indiferenciados fueron las células mas sensibles
a pSTAT5a inducido por IgG DP47GS-(IL-2), e IgG DP47GS-(IL-2N88D), (figura 15A, B); mientras que cada
proteina de fusion estimulé las respuestas de pSTAT5a maximas, diferian en las concentraciones necesarias para el
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punto de inflexion de la activacion, asi como la dosis maxima para la activacion. Los linfocitos NK CD56™°"™ se

presentaron como un subconjunto de células menos sensible que Treg a IgG DP47GS-(IL-2N88D), en comparacion
con las proteinas de fusién de IL-2 natural (figura 15C); el punto de inflexion de la activacién fue mas alto y, en este
caso, nunca logré un efecto maximo incluso a la dosis mas alta sometida a prueba (5000 ng/ml). A diferencia de 1gG
DP47GS-(IL-2),, los linfocitos NK fueron no reactivos a IgG DP47GS-(IL-2N88D). (figura 15D). Tanto los linfocitos T
CD4" de memoria central (figura 15E) como los linfocitos T CD4" de memoria efectora (figura 15F) fueron
relativamente no reactivos a IgG DP47GS-(IL-2N88D), con un punto de inflexién de activacién 1000 veces mas alto
que IgG DP47GS-(IL-2), e induciendo solo respuestas parciales a la dosis mas alta sometida a prueba (5000 ng/ml).
Mientras que 1IgG DP47GS-(IL-2), indujo diversos grados de activacion, IgG DP47GS-(IL-2N88D), no tuvo ningln
efecto sobre los siguientes subconjuntos celulares: linfocitos T CD4" indiferenciados (figura 15G), linfocitos T CD8"
de memoria central (figura 15H), linfocitos T CD8* de memoria efectora (figura 15l), linfocitos T CD8" indiferenciados
(figura 15J), linfocitos T CD8" CD45RA" de memoria efectora (figura 15K), linfocitos NKT (figura 15L) y linfocitos T
CD3'CD4 CD8 CD56  (figura 15M).

Los valores de CEsp se muestran en la tabla 3 y se basaron en la cantidad de proteinas de fusion de IL-2 requeridas
para alcanzar un 50 % de la respuesta de pSTAT5a maxima observada para ese subconjunto de células. 1gG
DP47GS-(IL-2E95A),, como su homologo IgG DP47GS-(IL-2), para IL-2 natural, produjo la induccién mas potente de
pSTAT5a en los Treg, las células que expresan constitutivamente el receptor de afinidad alta CD25 (IL2Ra),
potencialmente como consecuencia de su avidez incrementada por el receptor de IL-2 de afinidad alta. Las
respuestas a la dosis a IgG DP47GS-(IL-2E95A), e 1gG DP47GS-(IL-2), fueron superponibles. La CEsp para la
activacion de pSTAT5a en los Treg fue de 6 a 7 veces més baja con IgG DP47GS-(IL-2E95A), e IgG DP47GS-(IL-
2)2 en comparacion con 1IgG DP47GS-IL-2 monovalente. Asimismo, la CEsp para la activacion de los Treg fue de 7 a
10 veces més baja con IgG DP47GS-IL-2 monovalente en comparacion con IgG DP47GS-(IL-2N88D); bivalente. Y
por ultimo, la CEsg para la activacion de los Treg fue de 36 a 61 veces mas baja con IgG DP47GS-(IL-2), bivalente
en comparacion con IgG DP47GS-(IL-2N88D); bivalente.

La ventaja inmunolégica mas significativa que tiene IgG DP47GS-(IL-2N88D), para tratar los trastornos
autoinmunitarios se ilustra mejor en la tabla 3, que demuestra el drastico margen de especificidad que tiene IgG
DP47GS-(IL-2N88D); para la activacién de los Treg frente a los linfocitos T efectores de memoria CD4" (de >320
veces a >500 veces). En comparacion, el margen de especificidad para los Treg frente a los linfocitos T efectores de
memoria CD4" es sustancialmente mas bajo para IgG DP47GS-(IL-2), (de 13 a 14 veces) e IgG DP47GS-IL-2 (de 10
a 16 veces).
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Tabla 3. Valores de CEsxp y diferencias en las tasas de especificidad para la activacion de pSTAT5a mediante 1gG
DP47GS-(IL-2E95A),, IgG DP47GS-IL-2 e IgG DP47GS-(IL-2N88D); en diferentes subconjuntos de células.

Subconjunto de células humanas DElgoG(ﬁ'tA_)zde Dllég_((?l'_\g)ie Ig%E(SI(IJ_(gl\NAE)BSS)Z
Treg de memoria 2,2 0,31 11,4

Treg indiferenciados 1,8 0,29 17,7
Linfocitos T efectores de memoria CD4" 29 4 >5700
Tasa de especificidad de:

Treg de memoria frente a Tef de memoria CD4" 10 13 >500

Treg indiferenciados frente a Tef de memoria CD4" 16 14 >320

+

Efectos diferenciales de las proteinas de fusion de IL-2 sobre los linfocitos NK y los linfocitos T CD8
humanos in vitro Se cultivaron in vitro células mononucleares de sangre periférica (PBMC) humana recién obtenida
sin otra estimulacién distinta de IL-2, condiciones conocidas que favorecen la supervivencia y el crecimiento de los
linfocitos NK y de los linfocitos T CD8". Los linfocitos NK humanos se pueden subdividir en aquellos que expresan
poco o ninglin CD56 detectable (denominado CD567%"") y un subconjunto “activado” que expresa concentraciones
altas de CD56 (denominado CD56™"°"); la mayoria de los linfocitos NK en la sangre son CD56"*"" con una minoria
clasificada como CD56™°"™. Se cree que los linfocitos NK “activados” que son CD56"°™ son precursores de los
linfocitos NK a los que les falta la expresion de CD56 (es decir, CD56'/deb"). Después de seis dias in vitro con IgG
DP47GS-(IL-2); e 1gG DP47GS-(IL-2N88D), (cada una a 0, 5, 50 y 500 ng/ml), se detectaron diferencias en el
crecimiento y la supervivencia de los linfocitos NK CD567*"", los linfocitos NK CD56™°"™ y los linfocitos T CD8*. Se
observaron diferencias significativas en los nimeros de células entre los estimulos con IgG DP47GS-§IL-2)2 que
estimulaban los mayores incrementos de los linfocitos cD56Me" (una mediana de 101x10? frente a 38x10°, p<0,005)
(figura 16A) y también de los linfocitos T CD8" (una mediana de 13,6x10° células frente a 2,5x10° células, p<0,0001)
(figura 16B).

Efectos de las proteinas de fusion de IL-2 en ratones humanizados

Se construyeron ratones humanizados usando ratones NOD.Prkdc®™ IL2rg?™"® (NSG) recién nacidos ligeramente
irradiados como huésped inmunodeficiente e injertandoles células madre CD34" de higado humano fetal inyectadas
i.p. A las de 8 a 10 semanas de edad, se sometié a prueba la sangre de cada ratdén para asegurar que se habia
producido el injerto humano. Comparando Proleukin e IgG DP47GS-(IL-2),, se descubrié que las células primarias
afectadas in vivo eran los linfocitos NK y Treg; tras el tratamiento con IgG DP47GS-(IL-2), hubo un incremento
sustancial tanto en los linfocitos NK como en los Treg, respondiendo los linfocitos NK proporcionalmente mejor. Los
efectos in vivo de Proleukin fueron similares, pero los efectos sobre los linfocitos NK y Treg en un grupo fueron
menos consistentes y el grado de los incrementos se redujo en comparacion con 1IgG DP47GS-(IL-2),. Los ratones
humanizados también pudieron diferenciar los efectos in vivo de las proteinas de fusion de IL-2. IgG DP47GS-(IL-2),
natural incremento tanto los Treg (figura 17A) como los linfocitos NK (figura 17B), mientras que IgG DP47GS-(IL-
2N88D), no tuvo ningun efecto sobre los linfocitos NK (figura 17B), pero incrementé los Treg a un grado
significativamente mayor (figura 17A) que la IgG-(IL-2), natural.

Una consecuencia a largo plazo de la humanizacion de los ratones NSG es su tiempo de supervivencia mas corto
debido a una respuesta del injerto contra huésped xenogénico humano que da como resultado una pérdida de peso
y una insuficiencia multiorganica. La administracion de vehiculo dos veces por semana no tuvo ningun efecto y dio
como resultado una mediana de supervivencia de 36 dias después del inicio del tratamiento (figura 18). De forma
similar al vehiculo, el tratamiento con IgG DP47GS-(IL-2N88D), dio como resultado una mediana de supervivencia
de 37 dias. En cambio, el tratamiento dos veces por semana con IgG DP47GS-(IL-2), acortd la mediana del tiempo
de supervivencia de este grupo a 21 dias (figura 18, p<0,0037 en comparacién con IgG DP47GS-(IL-2N88D)y).

Cuando una gravedad predeterminada de la respuesta del injerto contra huésped dict6 el final de la porcién en vida
para cada ratén (pérdida de peso 215 %), se evalué la composicion de células humanas en la sangre. Con una
respuesta del injerto contra huésped potencialmente mortal a la vista, se observaron diferencias sorprendentes en
las ramas de tratamiento en la composicién final de los Treg, linfocitos NK vy linfocitos T CD8" en la sangre (figura
19). En los ratones tratados con vehiculo, los Treg humanos representaron menos de un 1 % del total de células
CD45" humanas vy los linfocitos NK y T CD8" comprendieron ~3 % de las células CD45" humanas en la sangre. El
tratamiento con 1gG DP47GS-(IL-2N88D), incrementé los linfocitos NK y T CD8" a un 2% y un 5%,
respectivamente, mientras que los Treg se incrementaron a un 6 %. En cambio, el tratamiento con IgG DP47GS-(IL-
2), natural incrementd la fraccion de los linfocitos NK y los linfocitos T CD8" a un 30 % del total de células CD45"
humanas y los Treg a un 3,5 %, quizas explicando la reduccién significativa de los tiempos de supervivencia en este
grupo en comparacion con los ratones tratados con IgG DP47GS-(IL-2N88D),.
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Induccién de pSTAT5a en subconjuntos de células de sangre periférica de macaco cangrejero

Como se observé en la sangre periférica humana, existe una induccién de pSTAT5a dependiente de la dosis
preferente y similar en los subconjuntos de Treg en la sangre periférica de macaco cangrejero estimulada con IL-2
(Proleukin) (datos no mostrados). En una comparacion directa de la capacidad de IgG DP47GS-(IL-2); e 1gG
DP47GS-IL-2 para inducir pSTAT5a en los tres subconjuntos de Treg, se requirid de 2 a 8 veces menos IgG
DP47GS-(IL-2), para alcanzar un 50 % de la concentracion maxima de pSTAT5a que para IgG DP47GS-IL-2. La
tabla 4 resume los valores de CEsg para la activacion de pSTAT5a mediante IgG DP47GS-IL-2 frente a 1gG
DP47GS-(IL-2); en los diferentes subconjuntos de Treg de macaco cangrejero, resultados que son
sorprendentemente similares a los observados con sangre periférica humana (tabla 3).

De forma similar a la sangre completa humana, se usaron marcadores intracelulares y de superficie de las células
para identificar subconjuntos de linfocitos T reguladores y linfocitos T convencionales en la sangre completa de
macacos cangrejeros sanos normales. Se obtuvieron muestras de sangre en el mismo dia de tres macacos
cangrejeros sanos en tubos con heparina de sodio y se afiadieron diversas concentraciones de IgG DP47GS-IL-2 o
IgG DP47GS-(IL-2), a 500 pl de sangre y se incubaron a 37 °C. Después de 10 minutos a 37 °C, las muestras se
lisaron y se fijaron con tampon BD Lyse/Fix calentado previamente (BD Biosciences). Después del lavado, las
células se permeabilizaron con 1 ml de metanol durante 30 min en hielo. Las muestras se lavaron 3 veces y se
tileron con un panel de FOXP3-Alexa Fluor® 647 (clon: 259D, BioLegend), CD4-V500 (clon: L200, BD Biosciences),
CD45RA-V450 (clon: 5H9, BD Biosciences), CD25-PE (clon: 4E3, eBioscience), pSTAT5a-Alexa Fluor® 488 (clon:
47, BD Biosciences) y Ki-67-PerCP-Cy5.5 (clon: B56, BD Biosciences) durante 1 hora a 4 °C. Todas las muestras se
adquirieron mediante un analizador de células LSRFortessa™ (Becton Dickinson) y, entonces, se analizaron con el
programa informatico FlowJo (FlowJo, LLC).

Tabla 4. Induccion de pSTAT5a en subconjuntos de Treg de sangre periférica de macaco cangrejero en respuesta a
IgG DP47GS-IL-2 e IgG DP47GS-(IL-2)s.

Linfocito T IgG-IL-2 IgG-(IL-2); Tasa de cambio
Treg activados 0,07 ng/ml 0,02 ng/ml 4
Treg de memoria 0,21 ng/ml 0,025 ng/ml 8
Treg indiferenciados 0,04 ng/ml 0,02 ng/ml 2

En otro experimento, similar a los ensayos de pSTAT5a con sangre humana, se estimuld in vitro la sangre
heparinizada recién obtenida de macacos cangrejeros adultos sanos normales con PBS como control con vehiculo,
IgG DP47GS-(IL-2), e 1gG DP47GS-(IL-2N88D), y se examinaron los efectos sobre la fosforilacién de STAT5a en
subconjuntos de Treg y linfocitos T efectores de memoria CD4" convencionales. Se eligié una dosis de estimulacion
de 20 ng/ml basada en las respuestas maximas de Treg humanos a < 1 ng/ml y en las respuestas cuasimaximas de
los linfocitos T efectores de memoria CD4" convencionales en ese intervalo de dosis (resultados en la figura 9).

Las condiciones experimentales fueron como se describe anteriormente. Se obtuvieron muestras de sangre en el
mismo dia de tres macacos cangrejeros sanos (donantes C1, C2, C3) en tubos con heparina de sodio y se
afiadieron 20 ng/ml de IgG DP47GS-(IL-2); 0 1IgG DP47GS-(IL-2N88D), a 500 ul de sangre y se incubd a 37 °C
durante 20 minutos antes de su lisis y andlisis.

La estrategia de seleccién de la citometria de flujo para dividir Treg CD4'CD25" de macaco cangrejero en
subconjuntos indiferenciados (FOXP3'CD45RA"), de memoria (FOXP3'CD45RA) y activados (FOXP3*CD45RA)
para su andlisis se muestra en la figura 20A. Como en los seres humanos, los tres subconjuntos de Treg
CD4'CD25"FOXP3" de cada donante expresaron concentraciones altas del receptor de IL-2 de afinidad alta CD25
(figura 20B). Después de la estimulacion in vitro con 20 ng/ml tanto de IgG DP47GS-(IL-2), como de IgG DP47GS-
(IL-2N88D)3, los Treg de los tres donantes produjeron una fosforilacién de STAT5a significativa (figura 20C). De
forma similar a los humanos, los Treg activados y de memoria de macaco cangrejero mostraron un mayor potencial
para la induccion de pSTAT5a en comparacion con los Treg indiferenciados.

Los linfocitos T efectores de memoria CD4" convencionales humanos, aunque no sean tan sensibles como los Treg,
se pueden estimular con IL-2 con una DEgg estimada de 20 ng/ml para IgG DP47GS-(IL-2); usando pSTAT5a como
el biomarcador de activacion (figura 14). Los linfocitos T efectores de memoria CD4" convencionales de macaco
cangrejero se pueden identificar de forma similar en la sangre como células CD4'FOXP3 CD45RA’, siendo la
mayoria de las células CD25" y siendo un subconjunto méas pequefio CD25" (figura 21A). Cuando se tomaron como
una poblacién completa, los linfocitos Tef de memoria de macaco cangrejero de los tres donantes respondieron a
20 ng/ml de 1IgG DP47GS-(IL-2)2 con incrementos de pSTAT5A mientras que 20 ng/ml de IgG DP47GS-(IL-2N88D),
tuvieron poco (mc 2) o ningun efecto (mc 1 y 3) sobre pSTAT5a (figura 21B). Cuando los linfocitos Tef de memoria
se subdividieron ademas en los subconjuntos CD25" y CD25", se descubrié que la respuesta a IgG DP47GS-(IL-2),
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principalmente residia en el subconjunto CD25" (figura 21D) con poca respuesta en el subconjunto CD25" (figura
21C). En cambio, IgG DP47GS-(IL-2N88D). no tuvo efecto sobre los linfocitos Tef de memoria CD25" (figura 21C) y
tuvo un 70-80 % menos de actividad estimuladora sobre el subconjunto CD25" (figura 21D).

Los estudios adicionales en la sangre de macaco cangrejero normal recién obtenida compararon directamente
concentraciones variables de IgG DP47GS-(IL-2), e IgG DP47GS-(IL-2N88D), de una manera con respuesta a la
dosis para determinar su capacidad para estimular pSTAT5a en diferentes subconjuntos de linfocitos T, es decir, los
Treg activados, indiferenciados y de memoria y los linfocitos T efectores de memoria CD4". Tanto IgG DP47GS-(IL-
2), como IgG DP47GS-(IL-2N88D), estimularon los Treg de una manera dependiente de la dosis con la proteina de
fusion de IL-2 bivalente natural ~10 veces mas potente que la proteina de fusion de IL-2N88D bivalente en cada uno
de los subconjuntos de Treg (figura 22A-C). En cambio, se observd una drastica diferencia entre las dos moléculas
cuando se evaluaron los linfocitos T efectores de memoria CD4" para determinar la induccion de pSTAT5a (figura
22D). Se presentd 1gG DP47GS-(IL-2), con una ~CEgy a 300 ng/ml, mientras que 1gG DP47GS-(IL-2N88D),
virtualmente no tuvo efecto a esa dosis alta. Los valores de CEsp para la estimulacion de pSTAT5a de macaco
cangrejero se muestran en la tabla 5, asi como las tasas de especificidad relativas para estimular los Treg frente a
los linfocitos T efectores de memoria CD4". Estos resultados en la sangre completa de macaco cangrejero son
bastante similares a los resultados que usan sangre completa humana (figura 14 y tabla 3) y sugieren que los
estudios en el macaco cangrejero pueden tener un valor predictivo alto para los ensayos clinicos en seres humanos.

Tabla 5. Valores de CEsp y diferencias en las tasas de especificidad para la activacion de pSTAT5a mediante 19G
DP47GS-(IL-2), e IgG DP47GS-(IL-2N88D), en subconjuntos de linfocitos T de macaco cangrejero.

Treg de mc 1gG-(IL-2)2 (ng/ml) IgG-(IL-2 N88D)2 (ng/ml)
Treg activados 0,1 0,7

Treg de memoria 0,1 11

Treg indiferenciados 0,06 0,8

Linfocitos T efectores de memoria CD4" 1,2 >1.000

Tasa de especificidad de:

Treg act. frente a Tef de memoria CD4" 12 >1.400

Treg de mem. frente a Tef de memoria CD4" 12 >900

Treg indiferenciados frente a Tef de memoria 20 >1.200

cD4*

Propiedades farmacocinéticas en ratones

Antes de realizar los estudios funcionales en ratones, se evaluaron las propiedades farmacocinéticas (PF) de los
inmunoconjugados de IL-2 monovalentes y bivalentes naturales y con N88D en ratones NOD, NOD.scid y
NOD.scid./l2ra” (figura 23).

A ratones NOD y NOD.scid (n=3) se les inyectaron por via intravenosa (i.v.) 0,3 mg/kg por ratén de IgG DP47GS-IL-
2 0 1gG DP47GS-(IL-2); en PBS que contenia suero de ratén al 0,5 % y se les extrajo sangre en diversos tiempos
después de la inyeccion, variando desde 2 minutos a 168 horas (figura 23A). La IL-2 humana se evalué en las
muestras de suero de raton usando mAb anti-IL-2 humana de raton (BD Pharmingen, n.° 555051, clon 5344.111)
para recubrir placas de 96 pocillos a fin de capturar la IL-2. Entonces, se detectd IL-2 humana usando mAb
biotinilado anti-IL-2 humana de ratén (BD Pharmingen, n.° 555040, clon B33-2). La unién a IL-2 se visualizd y
cuantificd usando estreptavidina conjugada con europio. Durante las primeras 24 horas, IgG DP47GS-(IL-2), se
aclar6 mas rapidamente que IgG DP47GS-IL-2 tanto en ratones NOD como en NOD.scid. En 48 horas, las
concentraciones en suero de cada uno estaban a concentraciones similares y todos estaban por debajo del limite de
deteccion a las 72 horas. El limite de deteccion de IL-2 fue de 0,05 ng/ml y se indica mediante la linea de puntos. El
aclaramiento sorprendentemente rapido de los inmunoconjugados IgG-IL-2 tanto monovalentes como bivalentes en
ratones sin un sistema inmunitario adaptativo sugiri6 que existe un compartimento no hematopoyético con IL-2 o
“sumidero” en ratones y podria estar promoviendo el aclaramiento rapido in vivo de los inmunoconjugados de IL-2.

Para someter a prueba esta hipétesis, se realizaron estudios PF en ratones NOD.scid que también carecian del
receptor de IL-2 de afinidad alta, IL2Ra (CD25), es decir, ratones NOD.scid.ll2ra™ (figura 23B). En los ratones
NOD.scid.ll2ra”, IgG DP47GS-(IL-2),, a pesar de que se administra a una dosis tres veces mas alta (0,3 mg/kg), se
aclaré mas rapidamente durante las primeras 24 a 48 horas que 0,1 mg/kg de IgG DP47GS-IL-2 y 0,1 mg/kg de IgG
DP47GS-(IL-2N88D),. Sin embargo, después de 48 horas, las concentraciones en la sangre de cada conjugado
presentaron una fase de eliminacién lenta y constante con IL-2 facilmente detectable en la sangre hasta 6 dias. De
forma interesante, en estos ratones carentes del receptor de IL-2 de afinidad alta, la molécula IgG DP47GS-(IL-
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2N88D); tuvo una fase de distribucion inicial de 24 horas ligeramente mas rapida que IgG-IL-2, pero luego presenté
una fase de eliminacion similar a la del inmunoconjugado monovalente natural hasta seis dias, la Ultima vez que se
sometieron a prueba. Estos datos para IgG DP47GS-(IL-2N88D), son, en particular, pertinentes, puesto que los
resultados PF en los ratones NOD.scid.ll2ra™ parecen predecir estrechamente los resultados PF en primates no
humanos.

Incremento de FOXP3 y CD25 en los Treg de raton después del tratamiento con IL-2

Para comparar las capacidades de diferentes formas y configuraciones moleculares de IL-2 humana para estimular
los Treg FoxP3" in vivo, a los ratones se les inyectd por via subcutanea un vehiculo, Proleukin (IL-2 humana
recombinante), IgG DP47GS-IL-2, IgG DP47GS-(IL-2), o IgG DP47GS-(IL-2N88D), y se evaluaron los Treg para
determinar los cambios en la expresién de CD25 en la superficie de las células y FOXP3 intracelular en un tiempo
Optimo determinado previamente de 24 horas (figura 24). A ratones BALB/c jovenes y sanos (n=3/grupo de
tratamiento, n=4/cohortes con vehiculo) se les inyectd por via subcutanea Proleukin (20.000 o 100.000 Ul/ratén), IgG
DP47GS-IL-2 (60, 300 o 1500 Ul/raton), IgG DP47GS-(IL-2), (60, 300 o 1500 Ul/ratén) o IgG DP47GS-(IL-2N88D),
(60, 300 o 1500 Ul/ratén). Las dosis se administraron en un vehiculo que comprendia 100 pl de PBS estéril, pH 7,2,
gue contenia un 0,5 % de suero de ratén filtrado de forma estéril. Después de 24 horas, se sacrificaron los ratones y
se extirparon los bazos. Se generé una suspension de células sueltas de esplenocitos en 1 ml de medio L-15 y se
almaceno en hielo, hasta su procesamiento adicional. Se transfirié una alicuota filtrada de la suspension de células
sueltas, 40 pl, a tubos de FACS y se lavé con 2 ml de tampén de FACS (600 x g, 5 min). Entonces, las muestras se
incubaron con anticuerpos conjugados con fluorocromo dirigidos frente a los antigenos de superficie celular: CD4
(clon RM4-5, fluorocromo A700), CD25 (eBio7D4, Af488), CD44 (IM7, e605), CD62L (MEL-14, PE), ICOS (C398.4A,
PE/Cy7), CD103 (2E7, APC). La tincién se realiz6 durante 30 min a 4 °C en 100 pl de tampo6n de FACS (PBS pH 7,2
+ BSA al 0,2 %). Tras la tincion de la superficie de las células, las muestras se lavaron con 4 ml de tampon de FACS
(600 x g, 5 min) antes de la tincién intracelular (de acuerdo con el protocolo de tincion intracelular de eBioscience).
En resumen, las muestras se resuspendieron en 200 ul de tampodn de fijacién/permeabilizacion (eBioscience n.° 00-
5521) y se incubaron durante 1 h, 4 °C. Se afiadi6 1 ml de 1 x de tamp6n de permeabilizacion (eBiosciencen n.° 00-
8333) a las muestras antes de 3 ml de tamp6n de FACS y lavado (600 x g, 5 min). Se tifieron los antigenos
intracelulares Ki-67 (B56, PerCP Cy5.5) y FOXP3 (FJK-16S, e450) en 100 pl 1x de tampdn de permeabilizacion
durante 1 h, 4 °C. Las muestras se lavaron con 4 ml de tampén de FACS (600 x g, 5 min, dos veces) y los datos se
adquirieron en un analizador BD Fortessa™ y se analizaron usando el programa informatico FlowJo (FlowJo, LLC).
Los Treg se definieron como CD4"'FOXP3" de singletes en la seleccién de los linfocitos; a partir de esta poblacién,
se calcularon las intensidades medias de fluorescencia (IMF) de CD25 y FOXP3 para todas las muestras.

Como se muestra en la figura 24, los tres inmunoconjugados de IL-2 fueron igualmente potentes en la estimulacion
de la expresion de CD25 (24A) y FoxP3 (24B) en los Treg de raton y mostraron respuestas dependientes de la dosis
consistentes en el intervalo de 60, 300 y 1500 Ul/dosis de ratén. En todos los casos, 1500 Ul de cada
inmunoconjugado (barras en negro) fueron significativamente més eficaces que 100.000 Ul de Proleukin (barras en
negro). En la mayoria de los casos, 300 Ul de los inmunoconjugados (barras en gris oscuro) fueron equivalentes a
100.000 Ul de Proleukin, y 60 Ul de los inmunoconjugados (barras en gris claro) fueron equivalentes a 20.000 Ul de
Proleukin (barras en gris claro). En todos los grupos de tratamiento, los datos se muestran como la media + DE.

Propiedades farmacocinéticas en macacos cangrejeros

Antes de realizar estudios funcionales en primates no humanos, se evaluaron las propiedades farmacocinéticas (PF)
de los inmunoconjugados de IL-2 en macacos cangrejeros adultos sanos sin tratamiento previo con biofarmaco
(figura 25). A los monos (n=2/dosis) se les inyectd por via intravenosa (i.v.) una corta inyeccién intravenosa rapida
de IgG DP47GS-IL-2 o IgG DP47GS-(IL-2), estéril en PBS que contenia suero de macaco cangrejero al 0,5 % y se
les extrajo sangre en diversos tiempos después de la inyeccion, variando desde 30 minutos a 72 horas. La IL-2
humana se evalué en las muestras de suero de macaco cangrejero usando mAb anti-IL-2 humana de ratén (BD
Pharmingen, n.° de catalogo 555051, clon 5344.111) para recubrir placas de 96 pocillos a fin de capturar la IL-2
humana. Entonces, se detect6 IL-2 humana usando mAb biotinilado anti-IL-2 humana de ratén (BD Pharmingen, n.°
de catalogo 555040, clon B33-2). La unién a IL-2 se visualizé y cuantific6 usando estreptavidina conjugada con
europio. La concentracion de deteccion usando suero de macaco cangrejero en el ensayo fue de 0,05 ng/ml de IL-2
(linea de puntos en las figuras). El suero de macaco cangrejero tomado antes del tratamiento no tenia ninguna IL-2
detectable (por lo tanto, < 0,05 ng/ml).

Se detect6 IL-2 en suero de macaco cangrejero desde 30 minutos a 48 horas después de la inyeccion i.v. de todas
las dosis de IgG DP47GS-IL-2 (figura 25A) e IgG DP47GS-(IL-2), (figura 25B). En 72 horas, las concentraciones en
suero de IL-2 estaban por debajo del limite de detecciéon (0,05 ng/ml, linea de puntos) para todos los animales
tratados con 10 y 25 ug/kg de IgG DP47GS-IL-2 0 IgG DP47GS-(IL-2),. Después de las dosis de 100 ug/kg de IgG
DP47GS-IL-2, la IL-2 en suero detectable todavia estaba presente a las 72 horas.

Induccién del niumero de Treg en macacos cangrejeros

Los animales macacos cangrejeros tratados in vivo con IgG DP47GS-IL-2 tuvieron incrementos dependientes de la
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dosis en el nimero absoluto de Treg, asi como la tasa de incremento por encima del valor de referencia 7 dias
posteriores a la dosificacion (figura 26A y 26B, respectivamente). En todas las pruebas se usaron macacos
cangrejeros sanos normales de ambos sexos en edades que variaban desde los 3 a los 6 afios y no se us6 ningin
animal mas de una vez. Durante la anestesia, se inyectaron s.c. diversas dosis de 1IgG DP47GS-IL-2 (n=4-6) o
vehiculo (n=3) en el costado lateral. Las dosis individuales de IgG DP47GS-IL-2 se basaron en el peso corporal y se
formularon para su inyeccién en un vehiculo de PBS estéril, pH 7,2, que contenia suero de macaco cangrejero
normal estéril al 0,5 %. Se obtuvieron muestras de sangre en diversos tiempos posteriores al tratamiento y se
sometieron a prueba para determinar los cambios hematolégicos (hemograma y diferencial) con un analizador
automatico para hematologia Advia, asi como los marcadores intracelulares y de superficie de las células detallados
anteriormente (procedimientos experimentales para la tabla 4). Los cambios en los linfocitos T reguladores
CD4'CD25'FOXP3" en la sangre completa en el dia 7 posterior al tratamiento se muestran en la figura 26 como el
namero de células absoluto por mm? de sangre completa (figura 26A) y la tasa de cambio en los Treg (figura 26B);
todos los datos se representan como la media + DE. En las dosis més altas de 25 pg/kg y 36 pg/kg de IgG DP47GS-
IL-2, se observaron incrementos en los Treg promedio de practicamente 3 veces (intervalo de 111-255 %, n=6) y 4
veces (intervalo de 110-470 %, n=6), respectivamente. La reduccién adicional de la dosis s.c. de IgG DP47GS-IL-2
(12, 6 y 2 pg/kg) continué produciendo cambios reducidos de forma correspondiente en el nimero de Treg y en la
tasa de cambio. Sin pretender vincularse a ninguna teoria, el incremento ~2 veces en los Treg (que varia desde un
67-133 %, n=6) con la dosis de 12 pg/kg de IgG DP47GS-IL2 puede representar el incremento deseable en los Treg
para algunas enfermedades autommunltarlas e inflamatorias. Existe un gran intervalo en los nimeros de Treg en los

seres humanos (20-90 Treg por mm® de sangre; de un 4 a un 10 % de linfocitos T CD4") y es razonable suponer que
un incremento de los Treg inducidos por IL-2 en un individuo dara como resultado un incremento general de la
supresion funcional.

Cuando se evaluaron las dosis mas bajas de 1IgG DP47GS-IL-2 (2-6 ug/kg), se obtuvieron muestras de sangre mas
frecuentes para identificar los tiempos 6ptimos para detectar los cambios en los Treg posteriores a la administracion
de IgG DP47GS-IL-2 (figura 27). Mientras que estuvieron presentes cambios en los Treg a los 7 dias, la estimulacion
méaxima se produjo en el dia 4, antes de lo que se midié con las dosis mas altas de IgG DP47GS-IL-2 (dia 7, figura
26).

Proleukin e IgG DP47GS-IL-2 son comparables in vitro en ensayos de sangre completa humana y de macaco
cangrejero al comparar directamente mediante las unidades de actividad de IL-2 usadas para estimular pSTAT5a en
los Treg y otras células reactivas a IL-2 (datos no mostrados). Con la corta semivida conocida de Proleukin en los
seres humanos, se realiz6 un estudio de dosis Unica en macacos cangrejeros para evaluar in vivo la induccién y
activacion de Treg. Proleukin produjo un cambio dependiente de la dosis y del tiempo en los Treg medido mediante
la tasa de cambio en los nimeros absolutos, asi como en la activacion de pSTAT5a. Mientras %ue el incremento en
los nimeros de Treg fue nominal (figura 28A: un 10-40 %), el incremento inducido por Proleukin™ en pSTAT5a en los
Treg fue sustancial y dependiente de la dosis un dia después del tratamiento (figura 28B), pero de corta duracion in
vivo, regresando a la normalidad del dia 2 al 3.

En la figura 29 se muestra una comparacion de la capacidad de IgG DP47GS-IL-2 para inducir un incremento en los
Treg in vivo en macacos cangrejeros con la de Proleukin. Se trataron macacos cangrejeros sanos normales (grupos
de n=5) con dosis bajas de IgG DP47GS-IL-2 o dosis altas de Proleukin y se sometié a prueba el cambio en los
linfocitos T reguladores el dia 10. En los dias 0 y 7, se administr6 s.c. IgG DP47-IL-2 a una dosis de 16.800 Ul/kg (la
dosis de 12 ug/kg mostrada en la figura 26). En base al trabajo publicado donde se administré Proleukin a pacientes
con diabetes de tipo 1 (4, 5x10° Ul/persona, 3 veces/semana), que demostré que incrementaba los Treg, y los datos
de dosis Unica en la figura 28, se administré s.c. Proleukin 3 veces por semana (L/M/V) en un total de 5 dosis cada
una a 200.000 Ul/kg (el equivalente para macaco cangrejero de 4, 5x10° UI/persona) Los resultados se muestran en
la figura 29 como la media + DE para el cambio en los Treg totales por mm? de sangre (figura 29A), la tasa de
incremento en el nimero de Treg (figura 29B) y el cambio en la proporcién de Treg con respecto a las células CD4"
FOXP3" convencionales (figura 29C).

Aunque se administro IgG DP47GS-IL-2 practicamente 30 veces menos durante el periodo de 10 dias, IgG
DP47GS-IL-2 indujo un incremento mas grande en el nimero de Treg que Proleukin (figura 29A, p=0,06). La tasa de
incremento de los numeros de Treg por encima del valor de referencia (figura 29B) y el incremento de los Treg en
relacién con los linfocitos T CD4 convencionales (figura 29C) también fueron méas grandes (p=0,0011 y p=0,016,
respectivamente) en los monos a los que se les dosificd IgG DP47GS-IL-2 en comparacién con Proleukin. En los
seres humanos, se usa a menudo la proporcién de linfocitos T reguladores CD4" (normalmente definidos como
FOXP3" y una combinacién de marcadores de superficie) con respecto a los linfocitos T CD4 no reguladores
(denominados células convencionales o efectoras) para definir las concentraciones funcionales de Treg en los
pacientes a través del tiempo.

Respuesta in vivo de subconjuntos de células de sangre periférica de macaco cangrejero al tratamiento con
IgG DP47GS-IL-2 en dosis baja

La especificidad celular in vivo del tratamiento con IL-2 en dosis baja es un parametro critico. Se ha determinado que
se puede supervisar con sensibilidad la activacion de las células in vivo inducida por IgG DP47GS-IL-2 o Proleukin
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midiendo las concentraciones de pSTAT5a ex vivo en la sangre extraida en diversos tiempos después de su
dosificacion en macacos cangrejeros o ratones. La respuesta in vivo de todas las poblaciones de células que se
pueden supervisar in vitro (figuras 8-10) también se puede examinar ex vivo.

Uno y 3 dias después de la administracion in vivo de una dosis baja Unica de IgG DP47GS-IL-2 (12 ug/kg) a
macacos cangrejeros sanos (n=5), se obtuvo sangre completa y se someti6 a prueba para determinar la fosforilacion
de STAT5a como se describe anteriormente (procedimientos experimentales con respecto a la tabla 4). Se extrajo
sangre de cada mono en el dia 0 antes del tratamiento y se midi6 la cantidad de fosforilacion de STAT5a y se usé
individualmente para evaluar las tasas de cambio posteriores al tratamiento. La tasa de cambio en pSTAT5a en los
Treg en los dias 1 y 3 se muestra en la figura 30A, la tasa de cambio en pSTAT5a en los linfocitos T efectores de
memoria CD4'CD45RA™ convencionales en la figura 30B y la tasa de cambio en pSTAT5a en los linfocitos T
efectores indiferenciados CD4'CD45RA" convencionales estan en la figura 30C. Los resultados muestran
claramente que la sangre de macaco cangrejero obtenida uno y tres dias después de una dosis baja Unica
(12 pg/kg) de IgG DP47GS-IL-2 mostrd incrementos de pSTAT5a preferentes en los linfocitos Treg en comparacion
con los linfocitos T CD4" de memoria e indiferenciados (figura 30A-C). IgG DP47GS-IL-2 en dosis baja tnica fue
claramente superior a Proleukin en dosis alta Unica (figura 28B) en la produccion de un estado de activacion de Treg
mantenido in vivo.

Los estudios iniciales que usaron la fosforilacion de STAT5a como un biomarcador in vivo de la activacién de los
Treg experimentaron un pSTAT5a maximo solo el dia 1 con Proleukin en dosis Unica (figura 28B) y 1 y 3 dias con
IgG DP47GS-IL-2 en dosis baja (12 pg/kg) (figura 30A). La valoracién adicional de IgG DP47GS-IL-2 combinada con
tiempos de muestreo adicionales mostré que las sefiales de pSTAT5a in vivo se podrian mantener durante 4 dias
antes de reducirse a la normalidad a los 7 dias (figuras 31A, 31B). La IMF (intensidad media de fluorescencia) de las
sefiales de pSTAT5a, tanto para la dosis de 2 pg/kg (31A, n=4) como de 6 pg/kg (31B, n=6), sugirié que se producia
una sefializacion de pSTAT5a mas baja que la maxima (véase la figura 33B). Incluso estas dosis muy bajas de IgG
DP47GS-IL-2 proporcionaron una sefializacion de Treg mantenida in vivo y fueron superiores a Proleukin (figura
28B). Estos resultados respaldan la hipétesis de que concentraciones muy bajas de IL-2 de larga duracion, es decir,
IgG DP47GS-IL-2, pero no Proleukin, pueden estimular los Treg durante periodos prolongados de tiempo in vivo,
reduciendo, de este modo, la frecuencia de tratamiento necesaria para restablecer la autotolerancia dominante y
mejorar la evolucién de la enfermedad. El incremento en los linfocitos Treg en la sangre periférica después del
tratamiento con IL-2 en dosis baja podria reflejar un cambio en la distribucion de las células en el cuerpo en lugar de
un incremento real de las células. Para justificar que los incrementos en los Treg in vivo se deben, al menos en
parte, a la induccion de la division de las células mediante el tratamiento con IL-2, se evalu6 el marcador de
proliferacion intracelular Ki-67. Ki-67 es una proteina que se puede detectar en el ndcleo durante G, S, G, y mitosis,
pero esta ausente en las células en reposo que estan en la fase Gg del ciclo celular. También se supervisaron los
macacos cangrejeros tratados con 2 y 6 ug/kg de IgG DP47GS-IL-2 descritos anteriormente (figura 31) para
determinar cambios ex vivo en el marcador intracelular Ki-67 como se describe (procedimientos experimentales con
respecto a la tabla 4) para evaluar el grado de proliferacion in vivo. Se comparo el porcentaje de células que estaban
en el ciclo celular (Ki-67") en el dia 0 con el porcentaje de células Ki-67" a los 1 a 11 dias posteriores al tratamiento.
Los Treg Ki-67" se muestran en la figura 32A, los linfocitos T efectores de memoria CD4 CDRA45 convencionales
se muestran en la figura 32B y los linfocitos T efectores de indiferenciados CD4 CD45RA" convencionales se
muestran en la figura 32C. Las células sanguineas de macaco cangrejero obtenidas de uno a siete dias después de
una dosis baja Unica de IgG DP47GS-IL-2 (6 ug/kg) mostraron incrementos de Ki-67 preferentes en los Treg en
comparacién con los linfocitos T efectores indiferenciados CD4" convencionales (figura 32A frente a 32C). A
diferencia de los linfocitos T efectores indiferenciados, IgG DP47GS-IL-2 (6 ug/kg) pudo estimular la proliferacion de
linfocitos T efectores CD4" de memoria convencionales (figura 32B). En la dosis mas baja de 1gG DP47GS-IL-2
(2 pg’kg), hubo una activacion minima en el ciclo celular y una proliferacién en comparacién con la dosis de 6 pg/kg.

En los ensayos de sangre completa humana y de macaco cangrejero la actividad in vitro de 1IgG DP47GS-(IL-2).
bivalente fue, en conjunto, aproximadamente 6 veces mas potente en los Treg que con IgG DP47GS-IL-2
monovalente (tablas 2 y 4). De ahi que la primera dosis en los macacos cangrejeros fuera 6 veces mas baja que la
dosis mas alta de IgG DP47GS-IL-2 sometida a prueba (36 pg/kg). IgG DP47GS-(IL-2), administrada a 6 pg/kg (n=4)
produjo grandes incrementos en los Treg en circulacion (figura 33A) que permanecieron muy por encima de la
normalidad 14 dias después del tratamiento, pSTAT5a significativo y prolongado en los Treg que regresaron a la
normalidad en 1 semana (figura 33B) y practicamente un incremento de 3 veces en el nimero de Treg (figura 33C).
Las tasas de cambio inducidas mediante IgG DP47GS-IL-2 (de la figura 26, barras abiertas) se compararon con la
dosis de 6 pg/kg de IgG DP47GS-(IL-2), bivalente (barra sombreada) (figura 33D). De forma similar a los ensayos de
sangre completa humana y de macaco cangrejero, IgG DP47GS-(IL-2), presenté una potencia in vivo potenciada
mas alla de su incremento de 2 veces en IL-2 por molécula de 1gG.

Se administraron dosis adicionales de IgG DP47GS-(IL-2), bivalente a macacos cangrejeros para evaluar sus
efectos in vivo a dosis muy bajas (2 y 0,7 pg/kg) (figura 34). Mientras que 2 pg/kg produjeron tasas de cambio
moderadas (media de un 46 %, variando desde un 20 a un 70 %, n=8), la dosis de 0,7 ug/kg tuvo poco efecto sobre
los nimeros de linfocitos T (media de incremento de un 16 %, n=3) (figura 34A). Ambas dosis bajas estimularon
incrementos de pSTAT5a en los Treg (figura 34B, n=3 cada uno), mientras que tuvieron poco efecto sobre pSTAT5a
en linfocitos Tef/de mem. (figura 34C, n=3 cada uno).
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Los efectos generales del tratamiento con la proteina de fusion de IL-2 natural monovalente y bivalente y su
capacidad para incrementar los Treg en macacos cangrejeros se presentan en la figura 35. Ambas formas de IgG-IL-
2 de larga duraciéon son potentes inductores de los Treg que se pueden seguir in vivo con pSTAT5a como
biomarcador de activacion y en esta figura como la tasa de incremento en los nimeros de Treg en circulacion. IgG
DP47GS-(IL-2), con su potencia potenciada lograda duplicando las moléculas de IL-2 en el extremo C de la IgG
tiene una superioridad dependiente de la dosis sobre IgG DP47GS-IL-2.

Desmetilacion del ADN de FOXP3 y CTLA-4 en subconjuntos de linfocitos T de macaco cangrejero

Los Treg funcionalmente activos pueden producir las citocinas inmunodepresoras CTLA-4, IL-10 y TGF y requieren
la expresion estable del factor de transcripcion FOXP3. La expresion de FOXP3 en los Treg humanos y de macaco
cangrejero depende de la desmetilacién de los diez sitios de metilacion en el ADN con CpG en la region desmetilada
especifica de Treg (TSDR) en el locus de FOXP3. Asimismo, la expresion y produccion de CTLA-4 depende de la
desmetilacion de los siete sitios de metilacion en el ADN con CpG en el locus de CTLA-4 humano y de macaco
cangrejero. En consecuencia, se evalud el estado de desmetilacion tanto de FOXP3 como de CTLA-4 en diversos
subconjuntos de linfocitos T CD4" antes y después del tratamiento con IgG DP47GS-IL-2 (n=4, 25 ug/kg s.c.) e IgG
DP47GS-(IL-2); (n=4, 6 pg/kg s.c.) administradas a dosis y tiempos mostrados previamente para incrementar
significativamente el nimero de Treg en la sangre. En el estudio, solo se usaron macacos cangrejeros adultos
macho sin tratamiento previo con biof&rmaco y sus pesos variaban desde 9,1 a 10,9 kg. Se administraron los
tratamientos 3 semanas después de la obtencion de sangre en el valor de referencia inicial y se obtuvo sangre
posterior al tratamiento 4-5 dias més tarde. Se clasificaron PBMC de 30 ml de sangre heparinizada usando un
FACSAria™ (Becton Dickinson) en los subconjuntos CD4" pertinentes incluyendo los Treg (CD4'CD25'CD127"%9),
los linfocitos T efectores de memoria (CD4"CD45RA), los linfocitos T efectores indiferenciados (CD4'CD45RA") y
las células CD4*CD25 CD127".

Se congelaron los subconjuntos de células clasificados en alicuotas de 100.000 células y se almacenaron como
sedimentos secos a -80 °C para permitir el procesamiento de todas las muestras juntas. Los sedimentos celulares se
descongelaron y el ADN se extrajo y se tratd con bisulfito en una etapa Unica usando el kit Epitect Fast Lyse All
(Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se usaron 5 ng (en 2 pl) de ADN tratado con bisulfito en una
primera tanda de PCR doble de 20 ul que contenia 10 ul del kit Multiplex PCR (Qiagen), 6 pl de agua, 0,5 pl del
cebador directo de FOXP3 tgtaaaacgacggccagtTTTAGAAGTTGTATGGGGGATGTT (SEQ ID NO: 54), 0,5 pl del
cebador inverso de FOXP3 caggaaacagctatgacCAAAATATCTACCCTCTTCTCTTCCTC (SEQ ID NO: 55), 0,5 pl del
cebador directo de CTLA-4 tgtaaaacgacggccagtGGGTTTGGTTATGAAGGAGTATGA (SEQ ID NO: 56) y 0,5 pl del
cebador inverso de CTLA-4 caggaaacagctatgaccTTCACTTAATTTCCACTAAAAATACCC (SEQ ID NO: 57). El
ciclado de la primera tanda de PCR fue 95 °C durante 15 minutos, seguido de 20 ciclos de 95 °C durante 30
segundos, 60 °C durante 90 segundos y 72 °C durante 60 segundos, seguido de 10 minutos a 72 °C. El producto de
PCR se purific6 usando microesferas de AMPure XP (Becton Coulter) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante, y se eluy6 en 20 yl de agua. Se realizd una segunda tanda de PCR que afiadié una secuencia indice
Unica al comienzo de cada muestra, a través de una PCR de 15 pl que contenia 7,5 pl del kit Multiplex PCR
(Qiagen), 6,5 pl del producto de PCR de la primera tanda y 1 ul de cebador indice. Las condiciones de ciclado de la
segunda tanda de PCR fueron 95 °C durante 15 minutos seguido de 7 ciclos de 95 °C durante 30 segundos, 54 °C
durante 90 segundos y 72 °C durante 60 segundos, seguido de 5 minutos a 72 °C. Los productos de PCR se
purificaron usando microesferas de AMPure XP y se eluyeron en 15 ul de agua, y se usaron 4 ul para cuantificar la
cantidad de producto de PCR usando un Shimadzu MultiNA. Se agrupd una concentracién molar equivalente de
cada muestra para crear la coleccion de secuenciacién que se cuantific6 usando el kit de cuantificacion de
colecciones de Kapa lllumina. La coleccién se secuencié usando un lllumina MiSeq con reactivos v3 y secuenciacion
de ambos extremos de 2 x 300 pb. Los datos secuenciados se desmultiplexaron usando un archivo de instrucciones
de Python hecho a medida y se uso el programa Cutadapt para retirar los adaptadores de secuenciacion. Se
combinaron las lecturas inversas y directas usando FLASH y se extrajo la secuencia de cada sitio de metilacion.

El tratamiento de los macacos cangrejeros tanto con IgG DP47GS-IL-2 como con IgG DP47GS-(IL-2), indujo
numeros sustancialmente incrementados de los Treg en la sangre en todos los animales tratados, similar a lo que se
observé antes usando el mismo protocolo de tratamiento (figuras 33 y 35). Es importante destacar que el incremento
rapido y drastico en los Treg tras el tratamiento con tanto IgG DP47GS-IL-2 como con IgG DP47GS-(IL-2), no afect6
de manera adversa ni redujo el estado de desmetilaciéon de FOXP3 (figura 36, panel superior) o CTLA-4 (figura 36,
panel inferior). Se observaron resultados similares para ambas moléculas y los datos con IgG DP47GS-(IL-2); se
muestran en la figura 36. El hecho de que el estado de desmetilacion tanto de FOXP3 como de CTLA-4 no se viera
afectado y no se redujera mediante el tratamiento indica que todos los Treg mantuvieron su fenotipo inmunodepresor
funcional maduro natural a pesar de los incrementos sustanciales en los nimeros absolutos. Estos resultados de
desmetilacion de Treg FOXP3 y CTLA-4 en primates no humanos sugieren que el tratamiento con dosis bajas de
moléculas similares a 1gG-(IL-2), de larga duracion en el hombre debe poder incrementar los niumeros de Treg
maduros completamente funcionales que, a su vez, corregira los desequilibrios inmunorreguladores presentes en las
enfermedades autoinmunitarias humanas, asi como otras enfermedades inflamatorias crénicas mediadas por el
sistema inmunitario.

44



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2704 731 T3

Farmacocinética de IgG DP47GS-(IL-2N88D), en macacos cangrejeros

Se evaluaron las propiedades PF de IgG DP47GS-(IL-2N88D), en macacos cangrejeros sin tratamiento previo con
biofarmaco (figura 37). A los monos (n=2/dosis) se les inyectaron por via intravenosa (i.v.) y por via subcutanea (s.c.)
30 0 100 pg/kg de IgG DP47GS-(IL-2N88D), estéril en PBS que contenia suero de macaco cangrejero al 0,5 % y se
les extrajo sangre en diversos tiempos después de la inyeccion, variando desde 30 minutos a los 14 dias. Se evalué
IL-2 humana en las muestras de plasma de macaco cangrejero como se describe previamente. La concentracion de
deteccién usando plasma de macaco cangrejero en el ensayo fue de 0,05 ng/ml de IL-2. El plasma de macaco
cangrejero tomado antes del tratamiento no tenia ninguna IL-2 detectable (por lo tanto, < 0,05 ng/ml).

A diferencia de la PFFC de las proteinas de fusion naturales (figura 25) donde las concentraciones en sangre solo se
podian detectar hasta de las 48 a las 72 horas, se detect6 IgG DP47GS-(IL-2N88D), en el plasma de macaco
cangrejero de todos los animales en todos los puntos temporales hasta 14 dias con las vias de administracion i.v.
(figura 37A) y s.c. (figura 37B). Las concentraciones en plasma fueron proporcionales a la dosis durante los primeros
dos a tres dias y presentaron una semivida prolongada en comparacion con las moléculas de fusién de IL-2 natural.

Como biomarcador de la exposicion a IL-2 in vivo, se midieron las concentraciones en plasma de CD25 soluble
(sCD25, IL-2RA) (figura 37C). Se usaron reactivos de anticuerpos monoclonales para sCD25 humanos conocidos
por reaccionar de forma cruzada con sCD25 de macaco cangrejero en un inmunoensayo de tipo sandwich usando
anticuerpos de captura (MAB623, R&D Systems) y de deteccién biotinilados (BAF223, R&D Systems) usando
estreptavidina conjugada con Eu’" para detectar el sCD25 unido. Los incrementos de sCD25 después de la
administracion de IgG DP47GS-(IL-2N88D), fueron dependientes de la dosis y estuvieron presentes entre 1 a 7 dias,
regresando a las concentraciones normales en el dia 8.

Lainduccidn de Treg en macacos cangrejeros con IgG DP47GS-(IL-2N88D),

Las pruebas descritas previamente en macacos cangrejeros tratados in vivo con IgG DP47GS-IL-2 natural e 1gG
DP47GS-(IL-2), presentaron incrementos dependientes de la dosis de 2 a 4 veces en el nimero absoluto de Treg
(figura 26 y 33, respectivamente) que reflejaban sus actividades in vitro en los analisis de sangre completa humana,
es decir, diferencias in vitro de 6 a 9 veces (tablas 2 y 3). Con su pérdida de potencia in vitro en la sangre completa
humana (tabla 3), se eligieron dosis in vivo de 30 y 100 ug/kg para IgG DP47GS-(IL-2N88D),. De forma similar a las
pruebas previas, se inyecté IgG DP47GS-(IL-2N88D), mediante una via i.v. 0 s.c. con dosis individuales basadas en
el peso corporal y se formul6é para su inyeccién en un vehiculo de PBS estéril, pH 7,2, que contenia suero de
macaco cangrejero normal estéril al 0,5 % (n=2 por dosis y via de inyeccion). Se obtuvieron muestras de sangre
antes del tratamiento (dias 4 y 5), inmediatamente antes del tratamiento (dia 0) y en diversos tiempos posteriores al
tratamiento (dias 1-14) y se sometieron a prueba para determinar los cambios hematol6gicos (hemograma y
diferencial), asi como los marcadores intracelulares y de superficie de las células descritos previamente.

Los incrementos en los Treg CD4" totales, Treg de memoria CD4", Treg indiferenciados CD4" y Treg CD8" FOXP3"
se muestran como respuestas dependientes del tiempo como el nimero absoluto de células/ml de sangre (figura
38Ay 38B) o bien como el % de linfocitos T CD4" 0 CD8" totales (figura 38C y 38D).

Los Treg CD4" totales se incrementaron en nimero después de 100 pg/kg de 90.000/ml a 810.000/ml (9 veces) y
desde un 4,2 % a un 26 % de los linfocitos T CD4" totales (6,2 veces) y todavia estaban elevados a los 14 dias. A
30 uglkg, los Treg CD4" totales se incrementaron desde 62.000/ml a 447.000/ml (7,2 veces) y desde un 4,5 % a un
16,7 % de las células CD4" totales (3,7 veces).

Los Treg de memoria se incrementaron en nimero a 100 ug/kg desde 42.000/ml a 536.000/ml (12,8 veces) y desde
un 2 % a un 17,4 % de los linfocitos T CD4" totales (8,7 veces). A 30 ug/kg, los Treg de memoria se incrementaron
desde 51.000/ml a 280.000/ml (5,5 veces) y desde un 2,3 % a un 10,5 % de los linfocitos T CD4" totales (4,6 veces).

Los Treg indiferenciados se incrementaron en nimero a 100 pg/kg desde 35.000/ml a 272.000/ml (7,8 veces) y
desde un 2% a un 8,6 % de los linfocitos T CD4" totales (4,3 veces). A 30 pg/kg, los Treg indiferenciados se
incrementaron desde 46.000/ml a 166.000/ml (3,6 veces) y desde un 2,2 % a un 6,2 % de los linfocitos T CD4"
totales (2,8 veces).

Después de la administracién de 100 ug/kg de IgG DP47GS-(IL-2N88D)s, los Treg CD8'FOXP3 * se incrementaron
de un tipo de células escaso a 16.000/ml a 183.000/ml (11,4 veces) y desde un 0,7 % a un 7,8 % de los linfocitos T
CD8" totales (11,1 veces). A la dosis de 30 ug/kg de IgG DP47GS-(IL-2N88D),, los Treg CD8" totales se
incrementaron desde 17.000/ml a 101.000/ml (5,9 veces) y desde un 0,5 % a un 4,3 % de los linfocitos T cDs8*
totales (8,6 veces). No existid ningun incremento relacionado con el tratamiento en los linfocitos Tef de memoria
CD4" después de 100 pg/kg o 30 uglkg de IgG DP47GS-(IL-2N88D), (figura 39A); de hecho, los porcentajes
disminuyeron en el dia 4 probablemente debido al gran incremento en los Treg CD4" en ese momento. Los linfocitos
Tef de memoria CD4'CD25° se mantuvieron sin cambios después de 30 pg/kg de IgG DP47GS-(IL-2N88D),, pero se
elevaron 1,6 veces en el dia 4 con un regreso al valor de referencia a los 7-10 dias (figura 39B).

45



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2704 731 T3

Induccién de pSTAT5a, CD25 y Ki-67 en macacos cangrejeros con IgG DP47GS-(IL-2N88D),

Como se describe anteriormente, la especificidad celular in vivo del tratamiento con IL-2 es un parametro critico y se
demuestra que la activacion de los subconjuntos de células in vivo se podria supervisar midiendo pSTAT5a ex vivo,
CD25 en la superficie de las células y Ki-67 intracelular en la sangre tomada en diversos tiempos después de la
dosificacion.

Los resultados en la figura 40A y 40B muestran la induccion de pSTAT5a preferente y las respuestas de
sefializacién de pSTAT5a prolongado de los Treg CD4" y CD8" tras el tratamiento con IgG DP47GS-(IL-2N88D)z; las
respuestas maximas se mantuvieron desde el dia 1 al dia 4 tanto en 100 pg/kg como en 30 pg/kg, regresando al
valor de referencia a los 7 dfas. Los Tef de memoria CD4'CD25? respondieron con respuestas ~semimaximas en el
dia 1 y regresaron a la normalidad en el dia 4. Todos los demas tipos de células sometidos a prueba mostraron poca
0 ninguna induccion de pSTAT5a después del tratamiento.

Un incremento de CD25 en la superficie de las células es una consecuencia de la activacién de IL-2 y es un
biomarcador sensible de la activacién in vivo. Poco después del tratamiento tanto con 100 pg/kg como con 30 pg/kg
de IgG DP47GS-(IL-2N88D),, se incrementé preferentemente CD25 en los Treg de memoria e indiferenciados CD4",
asi como en los Treg CD8" FOXP3" (figura 41A, 41B). Las respuestas de CD25 de los Treg de memoria e
indiferenciados CD4" alcanzaron su punto maximo en el dia 4 y regresaron al valor de referencia en 7 dias, mientras
que las elevaciones de CD25 en los Treg CD8" FOXP3" se mantuvieron a través de los 10-14 dias.

En las pruebas con proteinas de fusién de IL-2 natural, se demostré que Ki-67 era un marcador intracelular sensible
para las células que habian comenzado a proliferar in vivo y era un biomarcador sensible para la activacion inducida
por IL-2 en macacos cangrejeros. Las respuestas a 100 ug/kg de IgG DP47GS-(IL-2N88D), mostraron que un 80-
90 % de los Treg CD4" y CD8" se convirtieron en Ki-67" (figura 42A) mientras que un 60-90 % se convirtieron en Ki-
67" después de 30 pg/kg (figura 42B). Como se muestra, los demas subconjuntos de células sometidos a prueba
fueron menos reactivos en comparacion con los Treg.

Para capturar los penultimos efectos in vivo de los nimeros de Treg en incremento con las moléculas de IL-2
genomanipuladas novedosas, se convirtieron todas las dosis de macaco cangrejero a pmol/kg, o que permitié las
comparaciones directas independientemente del peso molecular; se compararon directamente las respuestas
dependientes de la dosis como los incrementos maximos en los Treg CD4" como el % de linfocitos T CD4" totales
(figura 43). A pesar de su pérdida de potencia in vitro en comparacion con las proteinas de fusién naturales, 1gG
DP47GS-(IL-2N88D). indujo incrementos inesperadamente grandes en los Treg de macaco cangrejero, quizds en
parte debido a su incremento de la exposicion sistémica tras la administracion tanto i.v. como s.c.

Eosinofilia como consecuencia de la administracién de IL-2 in vivo

Proleukin en humanos estimula una eosinofilia cuando se administra diariamente en dosis de 1x10° a
4,5x10° Ul/persona. En macacos cangrejeros se observaron incrementos similares en los eosindfilos en un 100 % de
los animales después de un tratamiento repetido con Proleukin en dosis alta o dosis Unicas de 226 pmol/kg de 1gG
DP47GS-IL-2 (figura 44). Los resultados en la figura 44 representan todos los animales sometidos a prueba (se
tomaron valores de referencia de las colonias para los animales antes de las pruebas: n=44 y n=30) y para los
diversos grupos de tratamiento con IL-2 (n=5-9) independientemente de si los nimeros de eosindfilos eran normales
o elevados. Sorprendente, a diferencia de los efectos de Proleukin e IgG DP47GS-IL-2, fue la virtual falta de efecto
sobre los eosindfilos con IgG DP47GS-(IL-2N88D), en dosis in vivo de 170 y 570 pmol/kg (30 y 100 ug/kg,
respectivamente). Esta falta de induccidn de una eosinofilia sistémica por IgG DP47GS-(IL-2N88D), es sorprendente
a la luz del grado de expansién de los Treg inducida por estos diferentes tratamientos (en comparacién con la figura
43).

El tratamiento in vivo con IgG DP47GS-IL-2 suprime las respuestas inmunitarias en ratones

En estudios preliminares, se observd que una dosis de 4000 Ul de IgG DP47GS-IL-2 activo los linfocitos T
reguladores FOXP3" de ratén in vivo; entonces, se usé esta dosis para evaluar su capacidad para suprimir las
clasicas respuestas inmunitarias dependientes de linfocitos T en ratones, es decir, hipersensibilidad de tipo
retardado (figura 45) y una respuesta de 1gG anti-KLH (figura 46).

Se inmunizaron i.v. ratones NOD y ratones C57BL/6 (n=7) con eritrocitos de carnero (srbc) y se expusieron 3 dias
mas tarde a una inyeccion intravenosa rapida de srbc en una pata trasera Unica para inducir una respuesta de
hipersensibilidad de tipo retardado (DTH). Un dia después de la exposicion, se sacrificaron los ratones con CO: y se
extirparon y pesaron las patas. La magnitud de la respuesta de DTH se muestra como el cambio en el peso de la
pata en comparacién con los ratones no inmunizados (A peso de la pata). Se administré s.c. IgG DP47GS-IL-2 a
4000 Ul por ratéon 3 dias antes y en el dia de la inmunizacién con srbc y el vehiculo era PBS estéril, pH 7,2. La
significacion estadistica derivo de la prueba de Mann Whitney en GraphPad Prism.

La dosificacion de IgG DP47GS-IL-2 tres dias antes y en el dia de la inmunizacién con eritrocitos de carnero
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suprimio la respuesta de hipersensibilidad de tipo retardado posterior con respecto a una exposicién a eritrocitos de
carnero en un 51 % en ratones NOD (figura 45A; p=0,0023) y en un 38 % en ratones C57BL/6 (figura 45B; p=0,002).
CTLA-4-1g de ratén como inmunodepresor de control positivo inhibié la respuesta de DTH a una concentracion
similar a IgG DP47GS-IL-2.

IgG DP47GS-IL-2 también pudo suprimir las respuestas de 1gG especificas para KLH en ratones C57BL/6 (inhibicion
de un 78 %, p=0,0007, figura 46A) y NOD (inhibicién de un 67 %, p=0,004, figura 46B). Para este experimento, se
inmunizaron i.p. crias de ratones C57BL/6 (n=7-10) y ratones NOD (n=13-14) sanos con 100 ug de KLH de calidad
de vacuna humana sin adyuvante como se recomienda por el fabricante (Stellar). El tratamiento con IgG DP47GS-
IL-2 consistié en 1 (NOD) o 2 (C57BL/6) tratamientos s.c. semanales con 4000 Ul por ratén iniciado el dia de la
inmunizacion. Siete dias (NOD) y 21 dias (C57BL/6) después de la inmunizacién, se obtuvo sangre y se midieron las
respuestas de IgG especificas para KLH en suero mediante ELISA.

La capacidad de IgG DP47GS-IL-2 para suprimir las respuestas inmunitarias in vivo respalda la hipétesis de que la
activacion de los linfocitos T reguladores inducida por IL-2 en dosis baja produce linfocitos T reguladores funcionales
gue median una reduccion en la respuesta inmunitaria.

Aunque la invencién anterior se ha descrito con algo de detalle a modo de ilustracion y ejemplo para propositos de

claridad de entendimiento, no se deben interpretar las descripciones y ejemplos como limitantes del alcance de la
invencion.
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Pro Pro

Phe

Pro

Thr
40

val

Phe
55

Asn

Pro Arg

Thr val

Val Ser

Ala Lys

120

Arg
135

Asp

cagctacaac
tacaagaatce
acagaactga
aatttagctce
gtaatagttc
acagcaacca

acactgact

Pro
10

Cys

Pro
25

Lys

val

Cys

Trp

Glu Glu

Ala

Pro

val

Val

Gln

tggagcattt
ccaaactcac
aacatcttca
aaagcaaaaa
tggaactaaa

ttgtagaatt

Pro Glu

Lys Asp

val Asp

45

Asp Gly

Tyr Asn

75

His

Asn
105

Lys
Gln

Gly

Glu Leu

51

Gln

Ala

Pro

Thr

Asp Trp

Leu Pro

Glu
125

Arg

Lys Asn

140

actgcetggat
caggatgete
gtgtctagaa
ctttcactta
gggatctgaa

tctgaacaga

Leu
15

Gly

Thr
30

Leu Met

Val Ser His

Val Glu Val

Ser Thr Tyr

80

Leu Asn Gly

Ala
110

Pro Ile

Pro Gln Val

Gln Val Ser

60
120
180
240
300
360

399



10

Leu
145

Trp

Val

Asp

His

Pro
225

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Thr

Glu

Lys

Glu
210

Gly

9

Cys Leu

Ser Asn

Asp Ser
180

Ser Arg
195

Ala Leu

Lys

115
PRT
Secuencia artificial

val

Gly

165

Asp

Trp

His

VH de DP47GS

9

Glu Val Gln Leu Leu

1

5

Ser Leu Arg Leu Ser

20

Ala Met Ser Trp Val

35

Ser Ala Ile Ser Gly

50

Lys

150

Gln

Gly

Gln

Asn

Glu

Cys

Arg

Ser

Gly

Pro

Ser

Gln

His
215

Ser

Ala

Gln

Gly
55

ES 2704 731 T3

Phe

Glu

Phe

Gly

200

Tyr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Tyr

Asn

Phe

185

Asn

Thr

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Pro

Asn

170

Leu

val

Gln

Gly

10

Gly

Gly

Thr

52

Ser

155

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Phe

Lys

Tyr

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
220

val

Thr

Gly

Tyr
60

Ile

Thr

Lys

Cys

205

Leu

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Ala

Thr

Leu

190

Ser

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Asp

val

Pro

175

Thr

vVal

Leu

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Glu

160

Pro

val

Met

Ser

Gly

Tyr

val

val



10

15

ES 2704 731 T3

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Lys Gly Ser Gly Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
100 105 110

Val Ser Ser

115
<210> 10
<211> 345
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VH de DP47GS

<400> 10
gaggtgcaat tgttggagtc tgggggaggc ttggtacagc ctggggggtc cctgagactc

tcectgtgcag cctceccggatt cacctttage agttatgcca tgagetgggt ccgccagget
ccagggaagyg ggctggagtg ggtctcaget attagtggta gtggtggtag cacatactac
gcagactcceg tgaagggceceg gttcaccate tccagagaca attccaagaa cacgetgtat
ctgcagatga acagcctgag agccgaggac acggccgtat attactgtge gaaaggcage

ggatttgact actggggcca aggaaccctg gtcaccgtct cgagt

<210> 11
<211> 108
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VL de DP47GS

<400> 11

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser
20 25 30

Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu
35 40 45

Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60

53

60

120

180

240

300

345



10

15

ES 2704 731 T3

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu

65

70

75

80

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro

85

90

Leu Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100
<210> 12
<211> 324
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> VL de DP47GS
<400> 12
gaaatcgtgt taacgcagtc
ctctecttgeca gggceccagtca
cctggeccagg ctcccagget
gacaggttca gtggeagtgg
cctgaagatt ttgcagtgta
caggggacca aagtggaaat
<210> 13
<211> 592
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223>
<400> 13

Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Ala Met Ser
35

Ser Ala Ile
50

Lys Gly Arg
65

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

tccaggcace
gagtgttagc
cctcatctat
atccgggaca
ttactgtcag

caaa

105

ctgtctttgt ctccagggga
agcagctact tagcctggta
ggagcatcca gcagggccac
gacttcacte tcaccatcag

cagtatggta gctcaccgcet

HC de DP47GS (Fc boton, P329G LALA)-IL2

Leu Glu Ser Gly Gly Gly

5

10

Ser Cys Ala Ala Ser Gly

25

Val Arg Gln Ala Pro Gly

40

Gly Ser Gly Gly Ser Thr

55

Thr Ile Ser Arg Asp Asn

70

54

Leu

Phe

Lys

Ser
75

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

95

aagagccacc

ccagcagaaa

tggcatccca

cagactggag

gacgttcgge

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Gly Gly

15

Ser Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80

60
120
180
240
300

324



Leu

Ala

vVal

Ser

Lys

145

Leu

Thr

val

Pro

225

Phe

Val

Phe

Pro

Thr
305

Gln

Lys

Ser

Ser

130

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

210

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

290

vVal

Met

Gly

Ser

115

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

195

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

275

Glu

Leu

Asn

Ser

100

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

180

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

260

Tyr

Glu

His

Ser

85

Gly

Ser

Thr

Pro

val

165

Ser

Ile

val

Ala

Pro

245

val

Val

Gln

Gln

Leu

Phe

Thr

Ser

Glu

150

His

Ser

Cys

Glu

Pro

230

Lys

val

Asp

Tyr

Asp
310

Arg

Asp

Lys

Gly

135

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

215

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn
295

Trp

ES 2704731 T3

Ala

Tyr

Gly

120

Gly

Val

Phe

Val

val

200

Lys

Ala

Thr

val

vVal

280

Ser

Glu

Trp

105

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

185

Asn

Ser

Ala

Leu

Ser

265

Glu

Thr

Asn

Asp

90

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

170

Val

His

Cys

Gly

Met

250

His

val

Tyr

Gly

55

Thr

Gln

Val

Ala

Ser

155

val

Pro

Lys

Asp

Gly

235

Ile

Glu

His

Arg

Lys
315

Ala

Gly

Phe

Leu

140

Trp

Ser

Pro

Lys

220

Pro

Ser

Asp

Asn

val

300

Glu

Vval

Thr

Pro

125

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

205

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

285

Val

Tyr

Tyr

Leu

110

Cys

Ser

Ser

Ser

190

Asn

His

val

Thr

Glu

270

Lys

Ser

Lys

Tyr

95

val

Ala

Leu

Gly

Ser

175

Thr

Thr

Phe

Pro

255

val

Thr

val

Cys

Cys

Thr

Pro

val

Ala

160

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

240

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys
320



val

Ala

Arg

Gly

Pro

385

Ser

Gln

His

Ser

Ser

465

Gln

Arg

Lys

Ile
545

Ser

Lys

Asp

Phe

370

Glu

Phe

Gly

Tyr

Gly

450

Thr

Met

Met

His

Asn

530

Ser

Asn

Gly

Glu

355

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr

435

Gly

Lys

Ile

Leu

Leu

515

Asn

Lys

Gln

340

Leu

Pro

Asn

Leu

Val

420

Gln

Gly

Lys

Thr

500

Gln

Ala

Ile

Ala

325

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

405

Phe

Lys

Gly

Thr

Asn

485

Phe

Cys

Gln

Asn

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

390

Ser

Ser

Ser

Ser

Gln

470

Gly

Lys

Ser

val
550

Gly

Glu

Asn

Ile

375

Thr

Lys

Cys

Gly

455

Leu

Ile

Phe

Glu

Lys

535

Ile

ES 2704 731 T3

Ala

Pro

Gln

360

Ala

Thr

Ser

Ser

440

Gly

Gln

Asn

Tyr

Glu

520

Asn

VvVal

Pro

Gln

345

val

Val

Pro

Thr

Val

425

Leu

Gly

Asn

Met

505

Glu

Phe

Leu

Ile

330

val

Ser

Glu

Pro

Val

410

Met

Ser

Gly

Glu

Tyr

490

Pro

Leu

His

Glu

56

Glu

Tyr

Trp

val

395

Asp

His

Pro

Ser

His

475

Lys

Lys

Lys

Leu

Leu
555

Lys

Thr

Trp

Glu

380

Leu

Lys

Glu

Gly

Ala

460

Asn

Lys

Pro

Arg

540

Lys

Thr

Leu

Cys

365

Ser

Asp

Ser

Ala

Gly

445

Pro

Leu

Pro

Ala

Leu

525

Pro

Gly

Ile

Pro

350

Asn

Ser

Arg

Leu
430

Gly

Thr

Lys

Thr

510

Glu

Arg

Ser

Ser

335

Pro

val

Gly

Asp

Trp

415

His

Gly

Ser

Asp

Leu

495

Glu

Glu

Asp

Glu

Lys

Cys

Lys

Gln

Gly

400

Gln

Asn

Gly

Ser

Leu

480

Thr

Leu

val

Leu

Thr
560
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Thr Phe Met Cys Glu Tyr Ala Asp Glu Thr Ala Thr Ile Val Glu Phe

Leu Asn Arg Trp Ile Thr Phe Ala Gln Ser Ile Ile Ser Thr Leu Thr

<210> 14
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 14
gaggtgcaat

tectgtgeag
ccagggaagg
gcagactceg
ctgcagatga
ggatttgact
ccatcggtct
ggctgectgg
ctgaccagcg
agcagcgtgg
aatcacaagce
actcacacat
ttececececaa
gtggtggacg
gaggtgcata
gtcagcgtce
gtctccaaca
ccccgagaac
gtcagcctgt
agcaatggge

tcettettee

1776
ADN
Secuencia artificial

565

580

tgttggagtc
ccteeggatt
ggctggagtyg
tgaagggccy
acagcctgag
actggggcca
tccecectgge
tcaaggacta
gcgtgeacac
tgaccgtgec
ccagcaacac
gcecacegtyg
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcaccgtceet
aagccctegg
cacaggtgta
ggtgcctggt
agccggagaa

tctacagcaa

ES 2704731 T3

tgggggagge

cacctttage
ggtctcagct
gttcaccatce
agccgaggac
aggaaccctg
accctectec
cttcecececgaa
cttcecegget
ctccagcage
caaggtggac
cccagcacct
cacccteatg
agaccctgag
aaagcegegg
gcaccaggac
cgcceccate
caccctgece
caaaggcttc
caactacaag

gctcaccgtyg

570

585

HC de DP47GS (Fc boton, P329G LALA)-IL2

ttggtacagc
agttatgcca
attagtggta
tccagagaca
acggcecgtat
gtcaccgtcet
aagagcacct
ccggtgacgg
gtcctacagt
ttgggcacce
aagaaagttyg
gaagctgcag
atcteccgga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggctgaatg
gagaaaacca
ccatgcecggg
tatcccageg
accacgecte

gacaagagca

57

ctggggggtce
tgagctgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtgce
cgagtgctag
ctgggggcac
tgtcgtggaa
cctcaggact
agacctacat
agcccaaatce
ggggaccgte
ceectgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
tctccaaage
atgagctgac
acatcgcegt
cegtgetgga

ggtggcagcea

575

590

cctgagactce
ccgccagget
cacatactac
cacgctgtat
gaaaggcage
caccaagggc
agcggeccectg
ctcaggegee
ctactcectce
ctgcaacgtg
ttgtgacaaa
agtcttecte
cacatgegtyg
ggacggcgtyg
gtaccgtgtg
caagtgcaag
caaagggcag
caagaaccag
ggagtgggag
ctecgacgge

ggggaacgtce

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200

1260



10

ttcteatget
ctgtectcegg
cctacttecaa
cagatgattt
tttaagtttt
gaactcaaac
cecagggact
acattcatgt
attacctttg
<210>
<211>

<212>
<213>

15
445

<220>
<223>
<400> 15

Glu
1

Ser Leu

Ala

Met

Ala
50

Sear

Lys
65

Gly
Leu Gln
Ala

Lys

Val Ser

PRT
Secuencia artificial

Val Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Gly

Ser

ccgtgatgea

gtggcggcgg
gttctacaaa
tgaatggaat
acatgcccaa
ctctggagga
taatcagcaa
gtgaatatgc

cccaaagcat

Leu

Leu
20

Ser
Trp Val
Ser Gly
Phe

Thr

Ser
85

Asn

Ser
100

Gly

Ala Ser

115

Ser
130

Ser

Lys

Ser Thr

ES 2704 731 T3

tgaggctcetg
aggctccgga
gaaaacacag
taataattac
gaaggccaca
agtgctaaat
tatcaacgta
tgatgagaca

catctcaaca

Glu Ser Gly

Cys Ala Ala

Gln Ala

40

Arg

Ser Gly

S5

Gly

Ile
70

Ser Arg

Leu Arg Ala

Phe Asp Tyr

Thr Lys Gly

120

Ser Gly

135

Gly

cacaaccact

ggcggaggtt
ctacaactqgg
aagaatccca
gaactgaaac
ttagctcaaa
atagttctgg
gcaaccattg

ctgact

HC de DP47GS (Fc ojal, P329G LALA)

Gly Gly

10

Ser
25

Gly
Pro Gly
Thr

Ser

Asp Asn

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

acacgcagaa

ctggaggcgg
agcatttact
aactcaccag
atcttcagtg
gcaaaaactt
aactaaaqgqq

tagaatttct

Val Gln

Thr

Phe

Leu
45

Gly

Tyr Ala

60

Lys Asn

75

Glu Asp

Trp
105

Gly
Ser

Pro

Thr Ala

58

Gln

val

Ala

Ala Val

Gly Thr

Phe Pro

125

Leu
140

Gly

gagcctcetee
aggctcegca
gctggattta
gatgctcaca
tctagaagaa
tcacttaaga
atctgaaaca

gaacagatgqg

Pro Gly

15

Gly

Ser Ser

30

Tyr

Glu Trp Val

Asp Ser Val

Thr Leu Tyr

80

Tyr Tyr

95

Cys

Leu
110

vVal Thr

Leu Ala Pro

Cys Leu Val

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1776



Lys
145

Leu

Thr

Val

Pro

225

Phe

val

Phe

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

210

Pro

Pro

Thr

Asn

Tyr

Ser

Ser

Thr

195

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp
275

Phe

Gly

Leu

180

Tyr

Lys

Pro

Lys

val

260

Tyr

Pro

val

165

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

245

Val

val

Glu

150

His

Ser

Cys

Glu

Pro

230

Lys

val

Asp

Pro

Thr

val

Asn

Pro

215

Glu

Asp

Asp

Gly

ES 2704 731 T3

val

Phe

val

val

200

Lys

Ala

Thr

VvVal

val
280

Thr

Pro

Thr

185

Asn

Ser

Ala

Leu

Ser

265

Glu

Val

Ala

170

val

His

Cys

Gly

Met

250

His

val

59

Ser

155

val

Pro

Lys

Asp

Gly

235

Ile

Glu

His

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

220

Pro

Ser

Asp

Asn

Asn

Gln

Ser

Ser

205

Thr

Ser

Pro

Ala
285

Ser

Ser

Ser

190

Asn

His

val

Thr

Glu

270

Lys

Gly

Ser

175

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

255

val

Thr

Ala

160

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

240

Glu

Lys

Lys



Pro

Thr
305

val

Ala

Arg

Gly

Pro
385

Ser

Gln

His

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Arg

290

val

Ser

Lys

Asp

Phe

370

Glu

Phe

Gly

Tyr

Glu

Asn

Gly

Glu

355

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
435

16

1335
ADN
Secuencia artificial

Glu

His

Lys

Gln

340

Leu

Pro

Asn

Leu

val
420

Gln

Gln

Gln

Ala

325

Pro

Thr

Ser

Tyr

val
405

Phe

Lys

Tyr

Asp

310

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

390

Ser

Ser

Ser

Asn
295

Trp

Gly

Glu

Asn

Ile

375

Thr

Lys

Cys

Leu

ES 2704 731 T3

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

360

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
440

Thr

Asn

Pro

Gln

345

Val

val

Pro

Thr

val
425

Leu

HC de DP47GS (Fc ojal, P329G LALA)

16

Tyr

Gly

Ile

330

val

Ser

Glu

Pro

val
410

Met

Ser

60

Arg

Lys

315

Glu

Leu

Trp

val

395

Asp

His

Pro

val

300

Glu

Lys

Thr

Ser

Glu

380

Leu

Lys

Glu

Gly

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

365

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
445

Ser

Lys

Ile

Pro

350

Ala

Asn

Ser

Arg

Leu
430

val

Cys

Ser

335

Pro

Val

Gly

Asp

Trp
415

His

Leu

Lys

320

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

400

Gln

Asn
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gaggtgcaat
tcetgtgeag
ccagggaagyg
gcagactceg
ctgcagatga
ggatttgact
cccteegtgt
ggctgectgyg
ctgacctccg
agcagegtgyg
aaccacaagc
actcacacat
ttceceecccaa
gtggtggacyg
gaggtgcata
gtcagcgtce
gtctccaaca
cceccgagaac
gtcagectet
agcaatgggc
tecttettee
ttectecatget
ctgtctecgg

<210> 17
<211> 592
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 17

PRT
Secuencia artificial

tgttggagtc
ccteeggatt
ggctggagty
tgaagggeceg
acagcctgag
actggggcca
tcecectgge
tcaaggacta
gcgtgcacac
tcaccgtgee
ccagcaacac
gcccaccegtg
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcaccgtect
aagcectegg
cacaggtgtg
cgtgegeagt
agccggagaa
tcgtgagcaa

ccgtgatgea

gtaaa

ES 2704731 T3

tgggggagge
cacctttage
ggtctcaget
gttcaccatce
agccgaggac
aggaaccctg
ccccageage
cttcececgag
cttceecgee
ttctagecage
caaggtggac
cccageaccet
caccctcatg
agaccctgag
aaagccgegqg
gcaccaggac
cgececccate
caccctgece
caaaggctte
caactacaag
gctcaccgtg

tgaggctctg

ttggtacagce
agttatgcca
attagtggta
tccagagaca
acggccgtat
gtcaccgtet
aagagcacca
ccecgtgaceg
gtgctgcaga
ctgggcacce
aagaaggtgg
gaagctgcag
atctccegga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggctgaatg
gagaaaacca
ccatceccggg
tatcccageg
accacgcctce
gacaagagca

cacaaccact

HC de DP47GS (Fc natural, P329G LALA)-IL2

61

ctggggggte
tgagctgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtgc
cgagtgcetag
gcggeggeac
tgtcctggaa
gttctggect
agacctacat
agcccaagag
ggggaccgte
cccctgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
tctccaaage
atgagctgac
acatcgecegt
ccgtgetgga
ggtggcagea

acacgcagaa

cctgagactce
ccgecagget
cacatactac
cacgctgtat
gaaaggcagc
caccaagggce
agcegetetyg
cagcggagcec
gtatagcctg
ctgcaacgtyg
ctgcgacaaa
agtcttecte
cacatgcgtg
ggacggegty
gtaccgtgtg
caagtgcaag
caaagggcag
caagaaccag
ggagtgggag
ctcecgacgge

ggggaacgtce

gagcctctece

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260

1320
1335



Glu

Ser

Ala

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Val

Ser

Lys

145

Leu

Thr

val

Met

Ala

50

Gly

Gln

Lys

Ser

Ser

130

Asp

Thr

Tyr

Gln

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Gly

Ser

115

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr
195

Leu

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Asn

Ser

100

Ala

Ser

Phe

Leu
180

Tyr

Ser

val

Gly

Thr

Ser

85

Gly

Ser

Thr

Pro

vVal

165

Ser

Ile

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Phe

Thr

Ser

Glu

150

His

Ser

Cys

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Asp

Lys

Gly

135

Pro

Thr

Val

Asn

ES 2704 731 T3

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Tyr

Gly

120

Gly

vVal

Phe

val

val
200

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Trp

105

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr
185

Asn

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Gly

Ser

Ala

val

Ala

170

val

His

62

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gln

val

Ala

Ser

155

Val

Pro

Lys

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Phe

Leu

140

Trp

Leu

Ser

Pro

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Thr

Pro

125

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser
205

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Leu

110

Cys

Ser

Ser

Ser
190

Asn

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

val

Ala

Leu

Gly

Ser

175

Leu

Thr

Gly

Tyr

val

val

Tyr

80

Cys

Thr

Pro

val

Ala

160

Gly

Gly

Lys



val

Pro

225

Phe

val

FPhe

Pro

Thr

305

Val

Ala

Gly

Pro

385

Ser

Gln

His

Ser

Asp

210

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

290

val

Ser

Lys

Asp

Phe

370

Glu

Phe

Gly

Tyr

Gly
450

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

275

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

355

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
435

Gly

Lys

Pro

Lys

val

260

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

340

Leu

Pro

Asn

Leu

val

420

Gln

Gly

val

Ala

Pro

245

val

val

Gln

Gln

Ala

325

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

405

Phe

Lys

Gly

Glu

Pro

230

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

310

Leu

Lys

Asp

Lys

350

Ser

Ser

Ser

Ser

Pro

215

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

295

Trp

Gly

Glu

Asn

Ile

375

Thr

Lys

Cys

Leu

Gly
455

ES 2704731 T3

Lys

Ala

Thr

val

val

280

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

360

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
440

Gly

Ser

Ala

Leu

Ser

265

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

345

val

Vval

Pro

Thr

val
425

Gly

Cys Asp

Gly Gly
235

Met Ile
250

His Glu

Val His

Tyr Arg

Gly Lys

315

Ile Glu
330

val Tyr

Ser Leu

Glu Trp

Pro VvVal
395

Val Asp
410

Met His

Ser Pro

Gly Ser

63

Lys

220

Pro

Ser

Asp

Asn

val

300

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

380

Leu

Lys

Glu

Gly

Ala
460

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

285

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

365

Ser

Asp

Ser

Ala

Gly
445

Pro

His

val

Thr

Glu

270

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

350

Leu

Asn

Ser

Leu
430

Gly

Thr

Thr

Phe

Pro

255

val

Thr

val

Cys

Ser

335

Pro

val

Gly

Asp

Trp

415

His

Gly

Ser

Cys

Leu

240

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

320

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

400

Gln

Asn

Gly

Ser



10

Ser Thr

465

Gln

Met

Met

Lys His

Lys

Ile

Leu

Lys Thr

Leu Asn

485

Thr
500

Phe

Gln Cys

515

Leu Asn

530

Ile
545

Ser

Thr Phe

Leu Asn

<210> 18
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 18
gaggtgeaat

tecctgtgeag
ccagggaagy
gcagacteceg
ctgcagatga
ggatttgact
ccatcggtct
ggctgectgg
ctgaccagcg

agcagegtygg

Leu

Asn

Met

Arg

1776
ADN
Secuencia artificial

Ala Gln

Ile

Asn

Glu
565

Cys

Trp Ile

580

ES 2704731 T3

Gln
470

Leu Gln

Gly Ile Asn

Lys Phe Tyr

Leu Glu Glu

520

Ser Lys Asn

535

vVal
550

Ile Val

Tyr Ala Asp

Thr Phe Ala

Leu Glu

His

Leu Leu

475

Asn Tyr

490

Met
505

Pro

Glu

Phe

His

Glu

Lys

Lys

Lys

Leu

Leu

Asn Pro

Ala

Lys

Leu
525

Pro

Arg Pro

540

Lys Gly

555

Thr
570

Glu

Gln
585

Ser

HC de DP47GS (Fc natural, P329G LALA)-IL2

tgttggagtc tgggggagge ttggtacage

cctecggatt
ggctggagtyg
tgaagggeceg
acagcctgag
actggggeca
tcecectgge
tcaaggacta

gcgtgcacac

tgacegtgee

cacctttage
ggtcteaget
gttcaccate
agccgaggac
aggaacccetg
accctcctee
cttcececegaa

cttceccgget

ctcecageage

agttatgcca
attagtggta
tccagagaca
acggecgtat
gtcacegtet
aagagcacct
ccggtgacgg
gtcctacagt

ttgggcacce

64

Ala

Ile

Thr Ile

Ile Ser

ctggggggte
tgagetgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtge
cgagtgctag
ctgggggcac
tgtcgtggaa
cctcaggact

agacctacat

Leu Leu

480

Asp

Leu
495

Lys

Thr
510

Glu Leu

Glu Glu Val

Arg Asp Leu

Thr
560

Ser Glu

Val Glu

575

Phe

Thr
590

Leu Thr

cctgagactce
cagecagget
cacatactac
cacgetgtat
gaaaggcagce
caccaagggc
agcggccectg
ctcaggcgec
ctactcectc

ctgcaacgtg

60
120
180
240
300
360
420
480

540
600



aatcacaagc
actcacacat

ttccececcaa

gtggtggacyg
gaggtgcata
gtcagegtee
gtctccaaca
cccogagaac
gtcagectga
agcaatgggc
tcecttcttce
ttctcatgcet
ctgtcteegy
cctacttcaa
cagatgattt
tttaagtttt
gaactcaaac
cccagggact
acattcatgt
attacctttg
<210>
<211>

<212>
<213>

19
215
PRT

<220>

<223>

<400> 19

ccagcaacac
gcccaccgtg
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcaccgtect
aagccctegg
cacaggtgta
cctgectggt
agccggagaa
tctacagcaa
ccgtgatgca
gtggcggcgg
gttctacaaa
tgaatggaat
acatgcccaa
ctctggagga
taatcagcaa
gtgaatatge

cccaaagcat

Secuencia artificial

LC de DP47GS

ES 2704731 T3

caaggtggac
cccagcacct
caccctecatg
agaccctgag
aaagccgeqq
gcaccaggac
cgececccate
caccctgece
caaaggctte
caactacaaqg
gctcaccgtg
tgaggctctg
aggctcecgga
gaaaacacag
taataattac
gaaggccaca
agtgctaaat
tatcaacgta
tgatgagaca

catctcaaca

aagaaagttg
gaagctgcag
atctccegga
gtcaagttceca
gaggagcagt
tggctgaatg
gagaaaacca
ccatcceggg
tatcccageg
accacgcectc
gacaagagca
cacaaccact
ggcggaggtt
ctacaactgg
aagaatceca
gaactgaaac
ttagctcaaa
atagttctgg
gcaaccattg

ctgact

agcccaaatce
ggggaccgte
cccctgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
tctccaaage
atgagctgac
acatcgeegt
ccgtgctgga
ggtggcagca
acacgcagaa
ctggaggegyg
agcatttact
aactecaccag
atcttcagtg
gcaaaaactt
aactaaaggyg

tagaatttet

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu

1

5

10

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val

20

25

Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro

35

40

65

45

ttgtgacaaa
agtcttectce
cacatgcgtg
ggacggegtyg
gtaccgtgtg
caagtgcaag
caaagggcag
caagaaccag
ggagtgggag
ctcegacgge
ggggaacgtc
gagcctctcee
aggctcegea
gctggattta
gatgctcaca
tctagaagaa
tcacttaaga
atctgaaaca

gaacagatgg

Ser Pro Gly

15

Ser Ser Ser

30

Arg Leu Leu

660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1776



10

ES 2704 731 T3

Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp
50 55 60

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser
65 70 75

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Gly
85 90

Leu Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
100 105

Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln
115 120 125

Gly Thr Ala Ser Val vVal Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr
130 135 140

Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser
145 150 155

Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr
165 170

Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys
180 185

Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro
195 200 205

Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210 215
<210> 20
<211> 645
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> LC de DP47GS

<400>
20
gaaatcgtgt taacgcagtc tccaggcacce ctgtcectttgt ctccagggga

ctctettgea gggeccagtca gagtgttage agocagetact tagcctggta
cctggecagg cteccaggot cctcatctat ggageatcca geagggecac
gacaggttca gtggecagtgg atccgggaca gacttcacte tcaccatcag

cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag cagtatggta gctcaccget

66

Arg

Arg

Ser

Thr

110

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

190

val

Phe

Leu

Ser

95

Val

Lys

Arg

Asn

Ser

175

Lys

Thr

Ser

Glu

80

Pro

Ala

Sar

Glu

Ser

160

Leu

Val

Lys

aagagccacce

ccagcagaaa

tggecatccca

cagactggag

gacgttcgge

60
120
180
240

300



10

caggggacca
ccatctgatg
tatcccagag
caggagagtg
acgctgagca
ggcctgagcet
<210>
<211>

<212>
<213>

21
466
PRT

<220>

<223>

<400> 21

Met Asp Met

1

Phe Pro

Phe Tyr

Ala Leu

50

Arg
65

Trp

Ala Cys

val Asp

Val

Gly

Asn

35

Gln

Asn

Asn

Ile

Met

aagtggaaat
agcagttgaa
aggccaaagt
tcacagagca
aagcagacta

cgceccgtcac

Secuencia artificial

Arg Val
5

Ala
20

Arg

Ser

Thr

Asp

Thr

Gln

Ile
85

Leu

Val Thr

100

Ala Ile

115

Ala
130

Asn Ile

145

Pro

Ser

Ile Ser

Trp Glu

ES 2704 731 T3

caaacgtacg
atctggaact
acagtggaag
ggacagcaag
cgagaaacac

aaagagcttc

Pro Ala Gln

Cys Ala Val

Ala Ile

40

Asn

Ser Cys Gln

55

Cys Glu Leu

70

Gly Ala

Arg Val

Gln Phe

120

Asp

Gln
135

Leu val

Ile
150

Ser Gln

gtggctgcac
gcctctgttg
gtggataacg
gacagcacct

aaagtctacg

aacaggggag

catctgtctt
tgtgcectget
ccctecaate
acagcctcag
cctgcgaagt

agtgt

Leu

Asn

25

Ser

val

Leu

Pro

Leu

105

Lys

val

Ala

Proteina de fusién IL-2R-beta humano-Fc(ojal)

Leu

10

Gly

Cys

His

Pro

Asp
90

Cys

Pro

His

Ser

67

Gly

Thr

Val

Ala

val

75

Ser

Arg

Phe

val

His
155

Leu

Ser

Trp

Trp

60

Ser

Gln

Glu

Glu

Glu

140

Tyr

Leu

Gln

Ser

45

Pro

Gln

Lys

Gly

Asn
125

Thr

Phe

catcttcceg
gaataacttc
gggtaactcc
cagcaccctg

cacccatcag

Leu
15

Leu Trp

Phe
30

Thr Cys

Gln Asp Gly

Asp Arg Arg

Ala Ser Trp

80

Thr
95

Leu Thr

val
110

Arg Trp

Leu Arg Leu

His Arg Cys

Glu His

160

Arg

360
420
480
540
600

645



Leu

Ala

Thr

Phe

225

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

305

val

Glu

Glu

Pro

Gln

210

Arg

Thr

Ser

Arg

Pro

290

Ala

val

Tyr

Phe

Leu

Thr

195

Gly

Thr

His

val

Thr

275

Glu

Lys

Ser

Lys

Glu

Leu

180

Pro

Glu

Lys

Thr

Phe

260

Pro

vVal

Thr

val

Cys
340

Ala

165

Thr

Asp

Phe

Pro

Cys

245

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

325

Lys

Arg

Thr

Thr

Ala

230

Pro

Phe

val

Phe

Pro

310

Thr

vVal

Thr

Lys

Gln

Thr

215

Ala

Pro

Pro

Thr

Asn

295

Arg

val

Ser

ES 2704731 T3

Leu

Gln

Tyr

200

Trp

Leu

Cys

Pro

Cys

280

Trp

Glu

Leu

Asn

Ser

Lys

185

Glu

Ser

Gly

Pro

Lys

265

val

Tyr

Glu

His

Lys
345

Pro

170

Gln

Phe

Pro

Lys

Ala

250

Pro

val

vVal

Gln

Gln

330

Ala

68

Gly

Glu

Gln

Trp

Asp

235

Pro

Lys

val

Tyr
315

Asp

Leu

His

Trp

val

Ser

220

Thr

Glu

Asp

Asp

Gly

300

Asn

Trp

Pro

Thr

Ile

Arg

205

Gln

Gly

Leu

Thr

Vval

285

Val

Ser

Leu

Ala

Trp

Cys

190

val

Pro

Ala

Leu

Leu

270

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro
350

Glu

175

Leu

Lys

Leu

Gln

Gly

255

Met

His

val

Tyr

Gly

335

Ile

Glu

Glu

Pro

Ala

Asp

240

Gly

Ile

Glu

His

Arg

320

Lys

Glu



Lys

Thr

Ser

385

Glu

Lys

Glu

Gly
465

<210>
<211>
<212>
<213>

Thr

Leu

370

Cys

Ser

Asp

Ser

ala

450

Lys

<220>

<223>

<400>

Ile

355

Pro

Ala

Asn

Ser

Arg

435

Leu

22

1401
ADN
Secuencia artificial

22

Ser

Pro

val

Gly

Asp

420

Trp

His

Lys

Ser

Lys

Gln

405

Gly

Gln

Asn

Ala

Arg

Gly

390

Pro

Ser

Gln

His

Lys

Asp

375

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
455

ES 2704 731 T3

Gly

360

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

440

Thr

Gln

Leu

Pro

Asn

Leu

425

Val

Gln

Pro

Thr

Ser

Tyr

410

val

Phe

Lys

Proteina de fusién IL-2R-beta humano-Fc(ojal)

69

Arg

Lys

Asp

395

Lys

Ser

Ser

Ser

Glu

Asn

380

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
460

Pro
365

Gln

Ala

Thr

Ser
445

Ser

Gln

Val

val

Pro

Thr

430

val

Leu

Val

Ser

Glu

Pro

415

val

Met

Ser

Cys

Leu

Trp

400

val

Asp

His

Pro
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atggacatga
aggtgtgcgg
tcetgtgtet
ccggacagac
gcetgeaace
accctgaggg
aagccctttg
acccacagat
ctggagtteg
actctcaage
gagtttcagg
cagccectgg
aaaactcaca
ctcttecccee
gtggtggtgg
gtggaggtge
gtggtcageg
aaggtctcca
cagcceccagag
caggtcagcc
gagagcaatg
ggcteettet
gtcttctcat
tcectgtete
<210> 23

<211> 492
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 23

PRT
Secuencia artificial

gggtcccege
tgaatggcac
ggagccaaga
ggeggtggaa
tgatcctegg
tgctgtgecg
agaaccttcg
gcaacataag
aggcceggac
agaagcagga
tgcgggteaa
ccttcagaac
catgcccace
caaaacccaa
acgtgageca
ataatgccaa
tecctecacegt
acaaagccct
aaccacaggt
tctegtgege
ggcagccgga
tcetegtgag

gctcegtgat

cgggtaaatg

ES 2704731 T3

tcagctcectg
ttcccagtte
tggggctetg
ccaaacctgt
agccecagat
tgagggggtg
cctgatggee
ctgggaaatc
gctgtececa
atggatctge
gcctetgeaa
aaagcctgea
gtgcccagea
ggacaccctc
cgaagaccect
gacaaagceceg
cctgecaccag
cccagcecce

gtgcaccctg

agtcaaaggce
gaacaactac
caagctcace
gcatgaggct

a

ggcctecetge
acatgcttct
caggacactt
gagctgctee
tctcagaaac
cgatggaggg
cccatctece
tcccaagect
ggccacacct
ctggagacge
ggcgagttca
gcecttggga
cctgaactee
atgatctcce
gaggtcaagt
cgggaggage
gactggctga
atcgagaaaa

ccecccatcee

ttctatccea
aagaccacgce
gtggacaaga

ctgcacaacce

Proteina de fusién IL-2R-gamma humano-Fc(botdn)

70

tgctctggtt
acaactcgag
cectgecaagt
cegtgagtea
tgaccacagt
tgatggccat
tccaagttgt
cccactactt
gggaggaggc
tcaccccaga
cgacctggag
aggacaccgg
tggggggace
ggacccctga
tcaactggta
agtacaacag
atggcaagga
ccatctccaa
gggatgagct
gcgacatcge
cteecgtget

gcaggtggea

actacacgca

cccaggtgcec
agccaacatc
ccatgeetgg
agcatcctgg
tgacatcgtce
ccaggacttc
ccacgtggag
tgaaagacac
cccectgetg
cacccagtat
ccectggage
agctcaggac
gtecagtctte
ggtcacatgc
cgtggacggce
cacgtaccgt
gtacaagtge
agccaaaggg
gaccaagaac
cgtggagtgg
ggactccgac

gcaggggaac

gaagagcctc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080

1140
1200

1260
1320
1380

1401



Pro

Asn

Ser

Phe

€5

Gln

Asp

Ser

val

Met
145

Thr

Glu

Leu

50

Asn

Pro

Lys

Gly

val
130

Lys

Asp

35

Ser

val

Thr

val

Cys
115

Gln

Lys

His

Pro

Gly

20

Thr

Val

Glu

Asn

Gln

100

Gln

Leu

Leu

Lys

Ser

Val

Thr

Ser

Tyr

Leu

85

Lys

Leu

Gln

Gln

Leu
165

Gly

Ala

Thr

Met

70

Thr

Cys

Gln

Asp

Asn
150

Ser

Pro

Leu

Asp

Leu

55

Asn

Leu

Ser

Lys

Pro
135

Leu

Glu

ES 2704731 T3

Phe

Asn

Phe

40

Pro

Cys

His

His

Lys
120

Arg

val

Ser

Thr

Thr

25

Phe

Thr

Tyr

Tyr

105

Glu

Glu

Ile

Gln

Ser

10

Thr

Leu

Pro

Trp

Trp

90

Leu

Ile

Pro

Pro

Leu
170

71

Leu

Ile

Thr

Glu

Asn

75

Tyr

Phe

His

Arg

Trp

155

Glu

Leu

Leu

Thr

Val

60

Ser

Lys

Ser

Leu

Arg
140

Ala

Leu

Phe

Thr

Met

45

Gln

Ser

Asn

Glu

Tyr
125

Gln

Pro

Asn

Pro

30

Pro

Cys

Ser

Ser

Glu

110

Gln

Ala

Glu

Trp

Gln

15

Asn

Thr

Phe

Glu

Asp

Ile

Thr

Thr

Asn

Asn
175

Leu

Gly

Asp

Val

Pro

80

Asn

Thr

Phe

Gln

Leu
160

Asn



Arg

Trp

Ser

Ser

225

Ser

Pro

Pro

Thr

305

Asn

Arg

vVal

Ser

Lys

385

Asp

Phe

Asp

Leu

210

Arg

His

Phe

Cys

Pro

290

Cys

Trp

Glu

Asn
370

Gly

Glu

Leu

His

195

Pro

Phe

Pro

Ala

Pro

275

Lys

val

Tyr

Glu

His

355

Lys

Gln

Leu

Asn

180

Ser

Ser

Asn

Ile

Leu

260

Ala

Pro

vVal

val

Gln

340

Gln

Ala

Pro

Thr

His

Trp

vVal

Pro

His

245

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

325

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys
405

Cys

Thr

Asp

Leu

230

Trp

Ala

Glu

Asp

Asp

310

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu
390

Asn

Leu

Glu

Gly

215

Cys

Gly

Gly

Leu

Thr

295

val

val

Ser

Leu

Ala

375

Pro

Gln

ES 2704731 T3

Glu

Gln

200

Gln

Gly

Ser

Ala

Leu

280

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

360

Pro

Gln

val

His

185

Ser

Lys

Ser

Asn

Gln

265

Gly

Met

His

val

Tyr

345

Gly

Ile

val

Ser

Leu

Val

Arg

Ala

Thr

250

Asp

Gly

Ile

Glu

His

330

Arg

Lys

Glu

Tyxr

Leu
410

72

val

Asp

Tyr

Gln

235

Ser

Lys

Pro

Ser

Asp

315

Asn

val

Glu

Lys

Thr

395

Trp

Gln

Tyr

Thr

220

His

Lys

Thr

Ser

Arg

300

Pro

Ala

val

Tyr

Thr
380

Leu

Cys

Tyr

Arg

205

Phe

Tzrp

Glu

His

val

285

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

365

Ile

Pro

Leu

Arg

190

His

Arg

Ser

Asn

Thr

270

Phe

Pro

Val

Thr

val

350

Cys

Ser

Pro

val

Thr

Lys

val

Glu

Pro

255

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

335

Leu

Lys

Lys

Cys

Lys
415

Asp

Phe

Arg

Tzp

240

Phe

Pro

Phe

Vval

Phe

320

Pro

Thr

val

Ala

Arg
400

Gly
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Phe Tyr

Glu Asn

Pro

Asn

Ser
420

Tyr

435

Phe Phe
450

Gly Asn
465

Tyr Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

24
1479
ADN

<220>
<223>

<400> 24
atgttgaage

gtggggcetga
ttectgacca
cagtgttttg
cagcctacca
aagtgcagcc
gagatccacc
caggccacac
acacttcaca
cactgtttgg
tcagtggatt
tttegtgttc
agccacccaa
gaagecggag
gggggaccgt
accectgagg

aactggtacg

Leu

Val

Gln

Tyr

Phe

Lys
485

Secuencia artificial

catcattace
acacgacaat
ctatgcccac
tgttcaatgt
acctcactct
actatctatt
tctaccaaac
agatgctaaa
aactgagtga
agcacttggt
atagacataa
ggagcegett
tccactgggg

ctcaggacaa
cagtcttect
tcacatgegt

tggacggegt

Asp Ile

Lys Thr

Ser Lys

Ser Cys

470

Ser Leu

ES 2704731 T3

Ala val

Thr Pro

440

Leu Thr

455

Ser Val

Ser Leu

attcacatce
tectgacgeee
tgactcecte
cgagtacatg
gcattattgg
ctctgaagaa
atttgttgtt
actgcagaat
atcccageta
gcagtaccgg
gttctecttg
taacccactc

gagcaatact

aactcacaca
cttccececca
ggtggtggac

ggaggtgceat

Glu
425

Trp
Pro Val
val

Asp

His

Glu

Leu

Lys

Glu

Ser Asn

Asp Ser
445

Ser Arg
460

Ala Leu

475

Pro
490

Ser

Proteina de fusién IL-2R-gamma humano-Fc(botdn)

ctettattee
aatgggaatg
agtgtttcea
aattgcactt
tacaagaact
atcacttctg
cagctccagg
ctggtgatcc
gaactgaact
actgactggg
cctagtgtgg
tgtggaagtg

tcaaaagaga

tgcececacegt

aaacccaagg

gtgagccacg

aatgccaaga

73

Gly

Lys

tgcagctgee
aagacaccac
ctetgecect
ggaacagcag
cggataatga
gctgtcagtt
acccacggga
cctgggcetcee
ggaacaacag
accacagctg
atgggcagaa
ctcagcattg

atcctttcect

gcccageace
acacccteat
aagaccctga

caaagcegey

Gly Gln Pro
430

Asp Gly Ser

Trp Gln Gln

His Asn His
480

cctgetggga
agetgattte
cacagaggtt
ctetgagecee
taaagtccag
gcaaaaaaaqg
acccaggaga
agagaaccta
attcttgaac
gactgaacaa
acgctacacg
gagtgaatgg

gtttgcattg

tgaactcctg
gatctceegg
ggtcaagtte

ggaggagcag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

780
840

900

960

1020



10

tacaacagca
ggcaaggagt
atctccaaag
gatgagctga
gacatcgceg
ccecgtgetgg
aggtggcage
tacacgcaga

<210> 25

cgtacegtagt
acaagtgcaa
ccaaagggca
CcCaagaacca
tggagtggga
actccgacgg
aggggaacgt

agagccetete

ES 2704731 T3

ggtcagegte
ggtctccaac
gccccgagaa
ggtcagcctg
gagcaatggg
ctccttette
cttetecatge

cectgtetecg

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

219
PRT

Secuencia artificial

ctcacegtec
aaagcectece
ccacaggtgt
tggtgcctgg
cagccggaga
ctctacagca
tcegtgatge

ggtaaatga

tgcaccagga
cagccececat
acaccctgee
tcaaaggctt
acaactacaa
agctcaccgt

atgaggctet

Subunidad alfa de IL-2R humano + marca Avi + marca His

25

Met Gly Trp Ser

1

val

Thr

Cys

Cys

65

Thr

Glu

Pro

Trp

His

Phe

Lys

50

Thr

Ser

Glu

val

Glu
130

Ser

Lys

35

Arg

Gly

Ser

Gln

Asp

115

Asn

Glu

20

Ala

Gly

Asn

Ala

Lys

100

Gln

Glu

Cys

Leu

Met

Phe

Ser

Thr

85

Glu

Ala

Ala

Ile

Cys

Ala

Arg

Ser

70

Arg

Arg

Ser

Thr

Ile

Asp

Tyr

Arg

His

Asn

Lys

Glu
135

Asp

Lys

40

Ile

Ser

Thr

Thr

Pro

120

Arg

Phe Leu

10

Asp Pro

Glu Gly
Ser

Lys

Ser Trp

val ARla

Pro

Thr

Gly

Asp

Thr

Glu Ile

Met Leu

45

Ser Leu

60

Asn Gln

75

Thr Lys

90

Thr
105

Glu
Gly His
Ile

Tyr

74

Gln

Met

Cys

His

Val

Gln Ser

Glu
125

Arg

Phe
140

val

ctggctgaat
cgagaaaacc
ccecatgeeqgqg
ctatcccage
gaccacgcct
ggacaagagc

gcacaaccac

Ala

Pro

30

Asn

Tyr

Cys

Pro

Pro
110

Pro

val

Thr

15

His

Cys

Met

Gln

Gln

95

Met

Pro

Gly

Gly

Ala

Glu

Cys

80

Pro

Gln

Pro

Gln

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1479
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15

ES 2704 731 T3

Met Val Tyr Tyr Gln Cys Val Gln Gly Tyr Arg Ala Leu
145 150 155
Pro Ala Glu Ser Val Cys Lys Met Thr His Gly Lys Thr
165 170
Gln Pro Gln Leu Ile Cys Thr Gly Val Asp Glu Gln Leu
180 185

Gly Gly Ser Gly Leu Asn Asp Ile Phe Glu Ala Gln Lys

195 200 205
His Glu Ala Arg Ala His His His His His His

210 215

<210> 26
<211> 660
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Subunidad alfa de IL-2R humano + marca Avi + marca His
<400> 26
atgggatgga gctgtatcat cctcttcttg gtagcaacag ctaccggtgt
ctectgtgacg atgaccogoe agagatccca cacgecacat tcaaagecat
gaaggaacca tgttgaactg tgaatgcaag agaggtttce gcagaataaa
ctctatatge tctgtacagg aaactctage cactegtect gggacaacca
acaagctctg ccactcggaa cacaacgaaa caagtgacac ctcaacctga
gaaaggaaaa ccacagaaat gcaaagtcca atgcagccag tggaccaagce
ggtcactgca gggaacctcc accatgggaa aatgaagcca cagagagaat
gtggtgggge agatggttta ttatcagtgec gtccagggat acagggcectct
cctgetgaga gegtectgcaa aatgacccac gggaagacaa ggtggaccca
atatgcacag gtgtcgacga acagttatat tttcagggecg gectcaggect
ttcgaggece agaagatcga gtggcacgag getcgagete accaccatca
<210> 27
<211> 473
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Proteina de fusién IL-2R-beta murino-Fc(ojal)
<400> 27

1

10

75

His Arg Gly

160

Arg Trp Thr

175

Tyr Phe Gln

190

Ile Glu Trp

gcattccgag
ggcctacaag
aagcegggtca
atgtcaatge
agaacagaaa
gagccttceca
ttatcattte
acacagaggt
gecccagete
gaacgacate

ccatcactga

Met Asp Met Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp
5

15

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660



Phe

Asn

Cys

His

65

Pro

val

His

Leu

145

val

Glu

Ser
225

Met

Pro

Cys

Meat

50

Ala

Val

Glu

Cys

Pro

130

His

Ser

Gln

val

210

Pro

Lys

Leu

Ser

35

Trp

Lys

Arg

Ser

Trp

115

Phe

Ile

His

Gly

Gln

195

Gln

Trp

Glu

Leu

20

His

Ser

Ser

Gln

Gln

100

Glu

Asp

Asp

Tyr

His

180

Trp

val

Ser

Gly

His

Asn

Ala

85

Ser

Glu

Asn

Thr

Ile

165

Ser

Leu

Arg

Gln

Ala
245

Leu

Glu

Glu

Leu

70

Ser

Lys

Gln

150

Glu

Trp

Phe

val

Pro

230

Gln

Trp

Cys

Glu

55

Arg

Trp

Thr

Gly

Arg

135

Arg

Pro

Glu

Leu

Lys

215

Leu

Asp

ES 2704 731 T3

Phe

Phe

40

Ala

His

Ser

Trp

120

Leu

Cys

Tyr

Asp

Glu

200

Ala

Thr

Lys

Pro

25

Tyr

Leu

Trp

Cys

Val

105

Arg

val

Asn

Leu

Ala

185

Met

Gln

Phe

Thr

Gly

Asn

Asn

Asn

Asn

90

Asp

Arg

Ala

Ile

Glu

170

Ser

Leu

Arg

His
250

76

Ala

Ser

Val

Lys

75

Leu

Leu

val

Pro

Ser

155

Phe

val

Ile

Asn

Thr

235

Thr

Arg

Arg

Thr

60

Thr

Ile

Leu

Lys

His

140

Trp

Glu

Leu

Pro

Asn

220

Arg

Cys

Cys

Ala

45

Thr

Cys

Leu

Asp

Thr

125

Ser

Lys

Ala

Ser

Ser

205

Thr

Pro

Pro

Ala

30

Asn

Cys

Glu

Gly

Ile

110

Cys

Leu

val

Arg

Leu

190

Thr

Gly

Pro

val

val

His

Leu

Ser

Asn

Asp

Gln

Ser

Arg

175

Lys

Ser

Thr

Asp

Cys
255

Lys

Ser

Val

Thr

80

Phe

Val

Phe

val

Gln

160

Arg

Gln

Tyr

Trp

Pro

240

Pro



Ala

Pro

val

vVal

305

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

385

Ser

Tyr

vVal

Phe

Lys
465

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

Pro Glu Leu
260

Lys Asp Thr
275

val Asp Val
290

Asp Gly Val

Tyr Asn Ser

Asp Trp Leu
340

Leu Pro Ala
355

Arg Glu Pro
370

Lys Asn Gln

Asp Ile Ala

Lys Thr Thr
420

Ser Lys Leu
435

Ser Cys Ser
450

Ser Leu Ser

28
1422
ADN

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

325

Asn

Pro

Gln

val

Val

405

Pro

Thr

Val

Secuencia artificial

Gly

Met

His

val

310

Tyr

Gly

Ile

val

Ser

390

Glu

Pro

val

Met

Ser
470

Gly

Ile

Glu

295

His

Lys

Glu

Cys

375

Leu

Trp

vVal

Asp

His

455

Pro

ES 2704 731 T3

Pro

Ser

280

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

360

Thr

Ser

Glu

Lys
440

Glu

Gly

Ser Val
265

Arg Thr

Pro Glu

Ala Lys

Val Ser

330

Tyr Lys
345

Thr Ile

Leu Pro

Cys Ala

Ser Asn

410

Asp Ser

425

Ser Arg

Ala Leu

Lys

Proteina de fusién IL-2R-beta murino-Fc(ojal)

77

Phe

Pro

val

Thr

315

vVal

Cys

Ser

Pro

val

395

Gly

Asp

His

Leu

Glu

Lys

300

Lys

Lys

Lys

Ser

380

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
460

Phe

Val

285

Phe

Pro

Thr

val

Ala

365

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

445

His

Pro

270

Thr

Asn

Arg

vVal

Ser

350

Lys

Asp

Phe

Glu

Phe

430

Gly

Tyr

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

335

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

415

Phe

Asn

Thr

Lys

Val

Tyr

Glu

320

His

Lys

Gln

Leu

Pro

400

Asn

val

Gln
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<400> 28
atggacatga

ctgctetggt
tacaactcaa
acctgeccacqg
cttgtgagge
tcactgacct
cgtagggtaa
tcecctecaag
gtctcteoact
agctgggagyg
atgctgatcc
accgggacct
atgaaggagg
ctggggggac
cggaccceetg
ttcaactggt
cagtacaaca
aatggcaagqg
accatctcca
cgggatgage
agcgacatceg
ccteceegtge
agcaggtggc
cactacacge
<210> 29

<211> 500
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 29

Met Asp Met Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp

1

gggtcccege
tcecaggtge
gagccaatgt
tccatgecaa
aggcatcctg
ccgtggacct
agacctgcga
ttctgcacat
acattgaacc
atgcatcegt
ctagtacctc
ggagtccetg
gagctcagga
cgtcagtett
aggtcacatg
acgtggacgg
gcacgtaccg
agtacaagtg
aagccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtyg
tggactccga
agcaggggaa

agaagagcect

Secuencia artificial

5

ES 2704731 T3

tcagcteetg
caggtgtgea
ctcttgecatg
gtcgaacctg
ggcctgcaac
ccttgacata
cttccatcce
tgatacccag
atacttggaa
attaagccte
atatgaggtc
gagccagcecee
caaaactcac
cctettecce
cgtggtagtyg
cgtggaggtyg
tagtggtcage
caaggtctcc
gcagccccga
ccaggtcagce
ggagagcaat
cggctecctte
cgtcttctca

ctecectgtet

ggcctectge
gtgaaaaact
tggagccatg
cgacactgga
ctgatccteg
aatgtggtgt
tttgacaacc
agatgtaaca
tttgaggece
aagcagagac
caggtgaggg
ctgaccttte
acatgcccac
ccaaaacceca
gacgtgagce
cataatgcca
gtcctcaceg
aacaaagcce
gaaccacagg
ctctegtgeg
gggcagceegyg
ttcctcegtga
tgctccgtga

cegggtaaat

Proteina de fusion IL-2R-gamma murino-Fc(botdn)

10

78

tgctetggtt
gttccecatet
aagaggctct
acaaaacctg
ggtegttece
gctgggaaga
ttcgectggt
taagctggaa
gtagacgtct
agcagtggcet
tcaaagctca
ggacaaggece
cgtgceccage
aggacaccet
acgaagacce
agacaaagcc
tcetgeaceca
tcccagccce
tgtgcaccct
cagtcaaagg
agaacaacta
gcaagctcac
tgcatgaggc

ga

ccecctectyg
tgaatgctte
gaatgtcaca
tgagctaact
agagtcccag
gaagggttag
ggcccctcat
ggtctcccag
totgggecac
cttcttggag
acgaaacaat
agcagatccec
acctgaacte
catgatctee
tgaggtcaag
gcgggaggag
ggactggetg
catcgagaaa
gcccccatce
cttctatcce
caagaccacg
cgtggacaag

tctgcacaac

15

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1422



Phe

Lys

Pro
65

Trp

Arg

Ile

Pro

145

Pro

Leu

Tyr

Ile

Lys

225

Ser

His

Pro

val

Thr

50

Glu

Asn

Tyr

Phe

Gln

130

Gln

Arg

Glu

val

210

Arg

Ser

Thr

Leu

Leu

35

Ser

Val

Ser

Lys

Ser

115

Leu

Arg

Ala

Leu

Val

195

Asn

Tyr

Gln

val

Leu

20

Met

Thr

Gln

Ser

val

100

Lys

Tyr

Arg

Pro

Arg

180

Gln

His

Thr

Gln

Glu
260

Leu

Ser

Ala

Cys

Ser

85

Ser

Glu

Gln

Ala

Glu

165

Trp

Tyr

Glu

Phe

Trp

245

Glu

Leu

Ser

Pro

Phe

70

Glu

Asp

Ile

Thr

Vval

150

Asn

Lys

Arg

Pro

Arg

230

Ser

Asn

Trp

Ala

Glu

55

Val

Pro

Asn

Thr

Phe

135

Gln

Ser

Ser

215

val

Lys

Pro

ES 2704731 T3

Phe

Asn

40

His

Phe

Gln

Asn

Ser

120

val

Lys

Thr

Arg

Asn

200

Phe

Arg

Trp

Ser

Pro
25

Glu

Asn

Ala

Thr

105

Gly

val

Leu

His

185

Arg

Ser

Ser

Ser

Leu
265

Gly

Asp

Ser

Ile

Thr

90

Phe

Cys

Gln

Asn

Ser

170

Ile

Asp

Leu

Arg

Gln

250

Phe

79

Ala

Ile

Ala

Glu

75

Asn

Gln

Gln

Leu

Leu

155

Asn

Lys

Arg

Pro

Tyr

235

Pro

Ala

Lys

Pro

60

Tyr

Glu

Ile

Gln

140

Gln

Glu

Ser

Ser

220

Asn

val

Leu

Cys

Ala

45

Thr

Met

Thr

Cys

Gln

125

Asp

Asn

Ser

Arg

Trp

205

Val

Pro

His

Glu

Trp
30

Asp

Asn

Leu

Ser

110

Lys

Pro

Leu

Glu

Cys

190

Thr

Asp

Ile

Trp

Ala
270

Ser

Leu

Pro

Cys

His

95

His

Glu

Gln

val

Ser

175

Leu

Glu

Glu

Cys

Gly

255

Gly

Ser

Ile

Thr

80

Tyr

Tyr

Asp

Lys

Ile

160

Gln

Gln

Leu

Leu

Gly

240

Ser

Ala



ES 2704 731 T3

Gln Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys
275 280

Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro
290 295

Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys
305 310

His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp
325 330

Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu
340 345

Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu
355 360

Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn
370 375

Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly
385 390

Val Tyr Thr Leu Pro Pro Cys Arg Asp Glu
405 410

Ser Leu Trp Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr
420 425

Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn
435 440

Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe
450 455

Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn
465 470

Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
485 490

Ser Pro Gly Lys

500
<210> 30
<211> 1503
<212> ADN

80

Pro

Lys

Val

315

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

395

Leu

Pro

Asn

Leu

val

475

Gln

Ala

Pro

300

Val

val

Gln

Gln

Ala

380

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

460

Phe

Lys

Pro

285

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

365

Leu

Lys

Asp

Lys

445

Ser

Ser

Ser

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

350

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

430

Thr

Lys

Cys

Leu

Leu

Thr

Val

val

335

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

415

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
495

Leu

Ser

320

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

400

Val

val

Pro

Thr

val

480

Leu



10

<213>

<220>
<223>

<400> 30
atggacatga

ctgectectggt
gaagacatca
actctgeece
tggaatagca
tctgataata
ggctgtcaga
gacccccaga
ccacgggcete
tggaaaagca
agagatcgaa
gtggatgagc
agttctcaac
gagaatcctt
ccgtgeccag
aaggacacce
cacgaagacc
aagacaaagc
gtcctgcace
ctceccagece
gtgtacacce
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaagctca
atgcatgagg
tga

<210> 31
<211> 213
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

Secuencia artificial

gggtccecge
tcccaggtge
aagctgattt
ttccagaggt
gttetgagee
atacattcca
tacaaaaaga
aaccccagag
cagaaaatct
gacatattaa
getggacgga
tgaaacggta
agtggagtaa
ccttgtttge
cacctgaact
tcatgatcte
ctgaggtcaa
cgcgggagga
aggactggct
ccatcgagaa
tgcceceatg
gctteotatece
acaagaccac
ccgtggacaa

ctctgcacaa

Secuencia artificial

ES 2704731 T3

tcagctcctg
caggtgttgg
gatcctgact
tcagtgettt
tcaggcaace
ggagtgcagt
agatatccag
gcgagctgta
aacactcage
agaacgctgt
actaatagtg
cacatttcgg
atggagccag
actggaagct
cctgggggga
ccggaccect
gttcaactgg
gcagtacaac
gaatggcaag
aaccatctece
ccgggatgag
cagcgacatce
gcecteecgtg
gagcaggtgg

ccactacacg

Proteina de fusién IL-2R-gamma murino-Fc(botdn)

ggcctectge
agttccaagg
tctacagecee
gtgttcaaca
aacctcacge
cactatttgt
ctctaccaga
cagaagctaa
aatctgagtg
ttacaatact
aatcatgaac
gttcggagece
cctgteccact
ggagctcagg
cegteagtet
gaggtcacat
tacgtggacg
agcacgtacc
gagtacaagt
aaagccaaag
ctgaccaaga
gecgtggagt
ctggactceg
cagcagggga

cagaagagcc

81

tgctctggtt
tcctcatgte
ctgaacacct
tagagtacat
tgcactatag
tctccaaaga
catttgttgt
acctacagaa
aatcccaget
tggtgcagta
ctagattcte
gctataaccce
gggggagtca
acaaaactca
tectettece
gegtggtggt
gegtggaggt
gtgtggtcag
gcaaggtctce
ggcagcccceg
accaggtcag
gggagagcaa
acggcteett
acgtcttete

tctecctgte

Subunidad alfa de IL-2R murino + marca Avi + marca His

ccecectectg
cagtgcgaat
cagtgcteccet
gaattgcact
gtacaaggta
gattacttct
ccagctccag
tcttgtgatc
agagctgaga
ccggagcaac
cctgectagt
aatctgtgga
tactgtagag
cacatgccca
cccaaaaccee
ggacgtgagce
gcataatgee
cgtecctecace
caacaaagcc
agaaccacag
cetgtggtge
tgggecagecg
cttectetac
atgctcegtg

tccgggtaaa

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

1503



<400>

Met

vVal

Thr

Cys

Leu

65

Asp

Gln

Glu

Asp

Glu

145

Ile

Thr

Asp

His

<210>

<211>

<212>
<213>

31

Gly Trp Ser

His Ser Glu
20

Phe Lys Ala
35

Lys Arg Gly
50

Gly Asn Ser

Lys Ser Arg

Gln Thr Thr
100

Asn Leu Thr
115

Ser Lys Arg
130

Cys Ile Pro

Cys Lys Met

Cys Val Asp
180

Ile Phe Glu
195

His His His
210
32

642
ADN

Cys

Leu

Leu

Phe

Trp

Lys

85

Thr

Gly

Ile

Gly

Lys

165

Glu

Ala

His

Secuencia artificial

Ile

Cys

Ser

Arg

Ser

70

Gln

Asp

His

Tyr

Tyr

150

Cys

Gln

Gln

Ile

Leu

Tyr

Ser

val

Met

Cys

His

135

Lys

Gly

Leu

Lys

ES 2704 731 T3

Tyr

Lys

40

Asn

Thr

Gln

Arg

120

Phe

Ala

Lys

Tyr

Ile
200

Phe

Asp

25

Asn

Lys

Cys

Ala

Lys

105

Glu

val

Thr

Phe
185

Glu

Leu

10

Pro

Gly

Glu

Gln

Gln

90

Pro

Pro

Glu

Gln

Gly

170

Gln

Trp

82

Val

Pro

Thr

Leu

Cys

75

Leu

Thr

Pro

Gly

Arg

155

Trp

Gly

His

Ala

Glu

Ile

val

60

Thr

Glu

Gln

Pro

Gln

140

Gly

Thr

Gly

Glu

Thr

Val

Leu

45

Tyr

Ser

His

Ser

Trp

125

Ser

Pro

Gln

Ser

Ala
205

Ala

Pro

30

Asn

Asn

Gln

Met

110

Lys

val

Ala

Pro

Gly

190

Arg

Thr

15

Asn

Cys

Arg

Ser

Lys

95

His

His

His

Ile

Gln

175

Leu

Ala

Gly

Ala

Glu

Cys

His

80

Glu

Gln

Glu

Tyr

Ser

160

Leu

Asn

His



10

<220>
<223>

<400> 32
atgggatgga

ctgtgtetgt
aacggeacca
tatatgegtt
gacaaatcga
acagacatgc
gagccaccte
agtgttcact
atctgecaaga
gaacagttat
gagtggcacg
<210> 33

<211> 480
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 33

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala

1

Val His Ser

Ser Arg Ala
35

Asp Thr Ser

50

Gln Thr Cys

65

gctgtatcat
atgacccacce
tcctaaactg
gcttaggaaa
gaaagcaagt
agaagccaac
cttggaaaca
acgagtgtat
tgaagtgtgg
attttcaggg

aggctegage

Secuencia artificial

5

20

ES 2704 731 T3

cctecttettg
cgaggtecce
tgaatgcaag
ctectggage
tacagctcaa
acagtctatg
tgaagattce
tcecgggatac
gaaaacgggg
cggcteagge

tcaccaccat

40

55

70

gtagcaacag
aatgccacat
agaggtttce
agcaactgcee
cttgaacacce
caccaagaga
aagagaatct
aaggctctac
tggactcage
ctgaacgaca

caccatcact

10

25

Subunidad alfa de IL-2R murino + marca Avi + marca His

ctaccggtgt

tcaaagccect
gaagactaaa
agtgcaccag
agaaagagca
accttacagg
atcatttcgt
agagaggtce
cccagcecteac
tecttegagge

ga

Ala Val Asn Gly Thr Ser Arg Phe Thr Cys Phe

Asn Ile Ser Cys Val Trp Ser Gln Asp Gly Ala

45

Cys Gln Val His Ala Trp Pro Asp Arg Arg Arg

60

Glu Leu Leu Pro Val Ser Gln Ala Ser Trp Ala

75

83

gcattccgaa
ctecectacaag
ggaattggte
caactccecat
acaaaccaca
tcactgcagg
ggaaggacag
tgctattage
atgtgtegac

ccagaagate

Proteina de fusién IL-2R-beta de macaco cangrejero-Fc(botdn) + marca Avi

15

30

80

Thr Gly

Tyr Asn

Leu Gln

Trp Asn

Cys Asn

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

642



ES 2704 731 T3

Leu Ile Leu Gly Thr Pro Asp Ser Gln Lys Leu Thr Ala Val Asp Ile
85 90 95

Val Thr Leu Arg Val Met Cys Arg Glu Gly Val Arg Trp Arg Met Met
100 105 110

Ala Ile Gln Asp Phe Lys Pro Phe Glu Asn Leu Arg Leu Met Ala Pro
115 120 125

84



Ile

Trp

145

Glu

Met

Pro

Glu

Lys

225

Thr

Phe

Pro

val

Thr

305

val

Ser

130

Lys

Ala

Thr

Asp

Phe

210

Pro

Cys

Glu

Lys

290

Lys

Leu

Leu

Ile

Leu

Thr

195

Thr

Ala

Pro

Phe

val

275

Phe

Pro

Thr

Gln

Ser

Thr

Lys

180

Gln

Thr

Ala

Pro

Pro

260

Thr

Asn

Arg

Val

val

Gln

Leu

165

Gln

Tyr

Trp

Cys

245

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu
325

val

Ala

150

Ser

Lys

Glu

Ser

Gly

230

Pro

Lys

val

Tyr

Glu

310

His

His

135

Ser

Pro

Gln

Phe

Pro

215

Lys

Ala

Pro

val

vVal

295

Gln

Gln

ES 2704731 T3

val

His

Gly

Glu

Gln

200

Trp

Asp

Pro

Lys

val

280

Asp

Tyr

Asp

Glu

Tyr

His

Trp

185

Val

Ser

Thr

Glu

Asp

265

Asp

Gly

Asn

Trp

Thr

Phe

Thr

170

Ile

Arg

Gln

Gly

Leu

250

Thr

val

val

Ser

Leu
330

85

His

Glu

155

Cys

val

Pro

Ala

235

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

315

Asn

Arg
140

Arg

Glu

Lys

Leu

220

Gln

Gly

His

vVal

300

Tyr

Gly

Cys

His

Glu

Glu

Pro

205

Ala

Asp

Gly

Ile

Glu

285

His

Arg

Lys

Asn

Ala

Thr

190

Phe

Lys

Pro

Ser

270

Asp

Asn

val

Glu

Ile

Glu

Pro

175

Leu

Gln

Arg

Thr

Ser

255

Arg

Pro

Ala

vVal

Tyr
335

Ser

Phe

160

Leu

Thr

Gly

Thr

His

240

val

Thr

Glu

Lys

Ser

320

Lys



10

Cys Lys

Ser Lys

val

Ala

Ser Asn

340

Lys Gly

355

Pro Cys

370

val
385

Lys
Gly Gln
Asp

Gly

Trp Gln

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

Asp Glu

Phe Tyr

Glu Asn

405

Phe
420

Phe

Gly Asn

435

Asn
450

His

Gly
465

<210>
<211>
<212>
<213>

34

<220>
<223>

<400> 34
atgggatgga

gtcaacggca
tggagccaag
cggcggtgga
ctgatcctceg
gtgatgtgce
gagaaccttc

tgcaacataa

His

Gly Leu

1443
ADN
Secuencia artificial

Tyr Thr

Asn Asp

gctgtatcat
cttceecggatt
atggggctct
accaaacctg
gaaccccaga
gtgaaggggt
gcctgatgge

gctggaaaat

Lys

Gln

Leu

Pro

390

Asn

Leu

val

Gln

Ile
470

Ala

Pro

Thr

375

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys

455

Phe

ES 2704 731 T3

Leu

Arg

360

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

440

Ser

Glu

cctettettg
cacatgcttce
gcaggacact
tgagctgcecte
ttctcagaaa
gcgatggagyg
cceccatctee

cteccaagee

Pro Ala

345

Glu Pro

Asn Gln

Ile Ala

Pro

Gln

Val

val

Ile Glu

Val Tyr

365

Ser Leu

380

Glu Trp

395

Thr Thr

410

Lys Leu

425

Cys Ser

Ser

Leu

Gln

Pro

Thr

Val

Leu

Lys

Pro Val

val Asp

His
445

Ser Pro

460

Ile Glu

475

Lys Thr

350

Thr Leu

Trp Cys

Glu Ser

Leu Asp

415

Lys Ser

430

Glu Ala

Gly

Lys

Trp His

Proteina de fusién IL-2R-beta de macaco cangrejero-Fc(botdn) + marca Avi

Ile

Pro

Leu

Asn

400

Ser

Arg

Leu

Ser

Glu
480

gtagcaacag ctaccggtgt gcattccgeg

tacaactcga
tcctgecaag
cctgtgagte
ctgaccgcag
atgatggcca
ctccaagtcg

tcececactact

86

gagccaacat
tccacgectyg
aagcatcctg
tggatatcgt
tccaggactt

tccacgtgga

ttgaaagaca

ctectgtgte
gccggacaga
ggcctgcaac
caccctgagg
caaacccttt
gacccacaga

cctggagttt

€0
120
180
240
300
360
420

480



10

gaggcccgga
cagaagcagg
gtgcgggtca
gcecttecagga
acatgcccac
ccaaaaccca
gacgtgagcc
cataatgcca
gtcectcaccey
aacaaagccce
gaaccacagg
ctgtggtgce
gggcagcegyg
ttcctctaca
tgctcegtga
cegggtaaat
tga

<210>
<211>

<212>
<213>

35
489
PRT

<220>

<223>

<400> 35

cgctgtecee
aatggatctg
agcctctgcea
caaagcctge
cgtgeccage
aggacaccet
acgaagaccc

agacaaagcc

tectgeacea
tccecagecec
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaagctcac
tgcatgaggc

ccggaggect

Secuencia artificial

Met Gly Trp Ser Cys

1

5

Val His Ser Leu Asn
20

Ala Thr Thr Asp Phe
35

Val Ser Thr Leu Pro
50

Glu Tyr Met Asn Cys
65

ES 2704731 T3

aggccacace
cctggagacg
aggcgagttc
agceccttggyg
acctgaactce
catgatctce
tgaggtcaag
gcgggaggag
ggactggcetg

catcgagaaa
gcccccatge
cttctatcce
caagaccacg
cgtggacaag
tctgcacaac

gaacgacatc

Ile Ile Leu

Thr Thr Ile

Phe Thr

40

Leu

Leu Pro Glu

55

Thr
70

Trp Asn

tgggaggagy
ctcaccceag
acgacctgga
aaggacaccg
ctggggggac
cggaccectyg
ttcaactggt

cagtacaaca

aatggcaagg
accatctcca
cgggatgagc
agcgacatcg
ccteeegtge
agcaggtgge
cactacacgc

ttegaggece

Phe
10

cccecetgat
acacccagta
gccecctggag
gagctcagga
cgtcagtcett
aggtcacatg
acgtggacgg

gcacgtacceg

agtacaagtg
aagccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggactccga
agcaggggaa
agaagagcct

agaagattga

Proteina de fusién IL-2R-gamma de macaco cangrejero-Fc(ojal)

Leu Val Ala Thr

gaccctcaag
tgagtttcag
ccageccectg
caaaactcac
cctettecee
cgtggtggtyg
cgtggaggtyg

tgtggtcage

caaggtctee
gcagccccga
ccaggtcagc
ggagagcaat
cggctcette
cgtcttcteca
ctcecctgtcet

atggcacgag

Thr
15

Ala Gly

Leu

25

Ser

val

Ser

Thr

Met

Gln

Ser

87

Pro Asn Gly

Pro Thr Asp
45

Cys Phe Val
60

Ser Glu Pro
75

Asn

Ser

Phe

Gln

Glu

Leu

Asn

Pro

Asp

Ser

val

Thr
80

540
600
660
720
780
840
900

960
1020

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1443



Asn

Gln

Gln

Leu

Leu

145

Lys

Asn

Ser

Ser

Asn

225

Ile

Leu

Ala

Pro

val

305

Val

Leu

Lys

Gln
130

Gln

His

Trp

Val

210

Pro

His

Glu

Pro

Lys

290

val

Asp

Thr

Cys

Gln

115

Asp

Asn

Ser

Cys

Thr

195

Asp

Leu

Trp

Ala

Glu

275

Asp

Asp

Gly

Leu

Ser

100

Lys

Pro

Leu

Glu

Leu

180

Glu

Gly

Cys

Gly

Gly

260

Leu

Thr

val

vVal

His

85

His

Lys

Arg

vVal

Ser

165

Glu

Gln

Gln

Gly

Ser

245

Ala

Leu

Leu

Ser

Glu
325

Tyr

Tyr

Glu

Glu

Ile

150

Gln

His

Ser

Lys

Ser

230

Asn

Gln

Gly

Met

His

310

val

Trp

Leu

Ile

Pro

135

Pro

Leu

Leu

Val

Arg

215

Ala

Ser

Asp

Gly

Ile

295

Glu

His

ES 2704 731 T3

Tyr

Phe

His

120

Arg

Trp

Glu

val

Asp

200

Tyr

Gln

Ser

Lys

Pro

280

Ser

Asp

Asn

Lys

Ser

105

Leu

Arg

Ala

Leu

Gln

185

Tyr

Thr

His

Lys

Thr

265

Ser

Arqg

Pro

Ala

Asn

90

Glu

Tyr

Gln

Pro

Asn

170

Tyr

Arg

Phe

Trp

Glu

250

His

val

Thr

Glu

Lys

330

88

Ser

Glu

Gln

Ala

Glu
155

Trp

Arg

His

Arg

Ser

235

Asn

Thr

Phe

Pro

val

315

Thr

Asp

Ile

Thr

Thr
140

Asn

Asn

Thr

Lys

val

220

Glu

Pro

Cys

Leu

Glu

300

Lys

Lys

Asn

Thr

Phe

125

Gln

Leu

Asn

Asp

Phe

205

Arg

Trp

Phe

Pro

Phe

285

val

Phe

Pro

Asp

Ser

110

val

Met

Thr

Arg

Trp

190

Ser

Ser

Ser

Leu

Pro

270

Pro

Thr

Asn

Arg

Lys

95

Gly

val

Leu

Leu

Phe

175

Asp

Leu

Arg

His

Phe

255

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu
335

val

Cys

Gln

Lys

Arg

160

Leu

His

Pro

Phe

Pro

240

Ala

Pro

Lys

Val

Tyr

320

Glu



10

Gln Tyr

Gln Asp

Ala Leu

370

Pro
385

Arg

Thr Lys

Ser Asp

Tyr Lys

vVal Ser

450

Phe
465

Ser

Lys Ser

<210> 36
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 36
atgggatgga

aacacgacaa
tctatgccceca
gtgttcaatg
aacctcactc

cactatctat

Asn

Trp

355

Gly

Glu

Asn

Ile

Thr
435

Lys

Cys

Leu

1470
ADN
Secuencia artificial

ES 2704 731 T3

Ser Thr Val

340

Tyr Arg

Leu Glu

360

Asn Gly Lys

Ala Ile Glu

375

Pro Lys

Gln Val

390

Pro Cys Thr

Gln Val

405

Ser Leu Ser

Ala
420

Vval Glu Glu

Trp

Thr Val Leu

440

Pro Pro

Leu Thr Vval Asp

455

Lys

Ser Val Met His Glu

470

Leu
485

Ser Ser Pro Gly

gctgtatcat cctcttettg
ttctgacgecc caatgggaat
ctgactccct cagtgtttce
tcgagtacat gaattgcact
tgcattattg gtacaagaat

tctctgaaga aatcacttct

Val
345

Ser Val Leu Thr

Val
365

Tyr Lys Cys Lys

Thr Ile Ser Lys Ala

380

Leu Pro Ser

395

Pro Arg

Ala
410

Cys Val Lys Gly

Ser Asn Gln Pro

425

Gly

Ser
445

Asp Ser Asp Gly

Gln
460

Ser Arg Trp Gln

Ala His Asn His

475

Leu

Lys

Proteina de fusién IL-2R-gamma de macaco cangrejero-Fc(ojal)

gtagcaacag ctaccggtgt
gaagacgcca caactgattt
actctgccee tcccagaggt
tggaacagca gctctgagec
tcggataatg ataaagtcca

ggctgtcagt tgcaaaaaaa

89

Val
350

Leu His

Ser Asn Lys

Lys Gly Gln

Glu Leu

400

Asp

Phe Tyr Pro

415

Glu
430

Asn Asn

Phe Phe Leu

Gly Asn Val

Gln
480

Tyr Thr

gcattcecctg
cttectgacce
tcagtgtttt
ccagcctacce
gaagtgcagc

ggagatccac

60
120
180
240
300

360



10

ctctaccaaa
cagatgctaa
aaactgagtg
gagcacttgg
tatagacata
cggagecget
atccactggg
gctcaggaca
tcagtcttce
gtcacatgceg
gtggacggceg
acgtaccgtg
tacaagtgca
gccaaagggc
accaagaacc
gtggagtggg
gactccgacg
caggggaacg
aagagcctct
<210> 37

<211> 217
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 37

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe

1

Glu Leu Cys Asp Asp Asp Pro Pro Lys

Ala Met
35

Gly Phe
50

cgtttgttgt
aactgcagaa
aatcccaget
tgcagtacceg
agttcteett
ttaacccact
ggagcaatag
aaactcacac
tcttececece
tggtggtgga
tggaggtgea
tggtcagegt
aggtctccaa
agccccgaga
aggtcagcct
agagcaatgg
gctecttett
tctteteatg

ccetgtetee

Secuencia artificial

5

20

ES 2704731 T3

tcagctccag
tctggtgatce
agaactgaac
gactgactgg
gectagtgtg

ctgtggaagt

ttcaaaagag
atgcccaccg
aaaacccaag
cgtgagcecac
taatgccaag
cctcacecgte
caaagccctce
accacaggtg
ctcgtgcgeca
gcageccggag
cctegtgage
cteegtgatg

gggtaaatga

Ala Tyr Lys Glu Gly Thr Met

40

Arg Arg Ile Lys Ser Gly Ser

55

gacccacggg
ccectgggcte
tggaacaaca
gaccacagct
gatgggcaga
gctcageatt
aatcctttce
tgcccagcac
gacaccctca
gaagaccctg
acaaagccge
ctgcaccaqg
ggcgecccca
tgcaccctge
gtcaaaggct
aacaactaca
aagctcaccg

catgaggcete

10

25

90

aacccaggag
cggagaacct
gattcttgaa
ggactgaaca
aacgctacac
ggagtgaatg
tgtttgcatt
ctgaactccet
tgatctcceg
aggtcaagtt
gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
ccccatcecg
tctatcccag
agaccacgcee
tggacaagag

tgcacaacca

Leu Val Ala Thr Ala

Ile Thr His Ala Thr
30

Leu Asn Cys Glu Cys

45

Pro Tyr Met Leu Cys

60

acaggccaca
aacacttcgc
ccactgtttg
atcagtggat
gtttegtgte
gagccaccea
ggaagccgga
ggggggaccg
gacccctgag
caactggtac
gtacaacagc
tggcaaggag
catctccaaa
ggatgagctg
cgacatcgcc
tcecegtgetg
caggtggcag

ctacacgecag

Subunidad alfa de IL-2R de macaco cangrejero + marca Avi + marca His

Thr

1.9

Phe

Lys

Thr

Gly

Lys

Arg

Gly

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1470



10

Asn Ser

€5

Ala Ala

Glu

Lys

Gln Val

Ser

Arg

Arg

Ser

His Ser

Thr
85

Asn

Lys Thr

100

Leu Pro

115

Glu Ala

130

Tyr Gln

145

Ser Vval

Ile

Leu

Ser Gly

Thr

Cys

Cys

Cys

Leu

Glu Arg

val

Gln

Met
165

Lys

Thr
180

Gly

Asn Asp

195

Ala Arg

210

<210>
<211>
<212>
<213>

38
654

<220>
<223>

<400> 38
atgggatgga

gatgacccge
atgttgaact
ctetgtacag
gctgctcgga

accacagaaa

Ala

ADN
Secuencia artificial

His His

gctgtatcat
caaaaatcac
gtgaatgcaa
gaaactctag
acacaacaaa

tgcaaagtca

ES 2704 731 T3

Ser
70

Trp Asp

Thr Lys Gln

Thr Glu Met

Gly His Cys

120

Ile Tyr His

135

Gly
150

Tyr Arg

Thr His Gly

Glu Val Asp

Ile Phe Glu

200

His His

215

His

cctcttettg
acatgccaca
gagaggttte
ccactegtee
acaagtgaca

aatgcagctg

Asn Gln

Cys

Gln Cys

75

Thr
90

val

Gln
105

Ser
Arg Glu
val

Phe

Ala Leu

Pro

Gln

Pro

val

His

Gln

Pro

Gln

Pro
125

Pro

Gly Gln

140

Arg Gly

155

Thr
170

Lys

Glu
185

Gln

Ala Gln

His

gtagcaacag
ttcazagecca
cgcagaataa
tgggacaacce
cctcaacctg

gcggaccaag

91

Arg

Leu

Lys

Trp Thr

Phe

Tyr

Glu
205

Ile

ctaccggtga
tggectacaa
aaagcgggte
aatgtcaatg
aagaacagaa

tgagccttce

Thr Ser

80

Ser

Glu Glu

95

Gln

Leu
110

Ala Asp

Trp Glu Asn

Thr vVal Tyr

Ala Glu

160

Pro

Gln Pro Gln

175

Gln
190

Gly Gly

Trp His Glu

Subunidad alfa de IL-2R de macaco cangrejero + marca Avi + marca His

gctctgtgac
ggaaggaace
accctatatg
cacaagctct
agaaagaaaa

aggtcactgc

60
120
180
240
300

360



10

15

20

25

30

ES 2704 731 T3

agggaacctc caccgtggga aaatgaagcc acagaaagaa tttatcattt cgtggtgggg 420
cagacggttt actaccagtg cgtccaggga tacagggctc tacacagagg tcctgctgag 480
agcgtctgca aaatgaccca cgggaagaca agatggaccec agecccagcet catatgcaca 540
ggtgaagtcg acgaacagtt atattttcag ggcggctcag gcctgaacga catcttcgag 600
gcccagaaga tcgagtggca cgaggctcga gctcaccacc atcaccatca ctga 654
<210> 39

<211> 19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia lider

<400> 39

Met Asp Trp Thr Trp Arg Ile Leu Phe Leu Val Ala Ala Ala Thr Gly

1 5 10 15

hRla His Ser

<210> 40

<210> 57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia lider

<400> 40

atggactgga cctggagaat cctcttcttg gtggcagcag ccacaggagc ccactce 57
<210> 41

<211> 57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia lider

<400> 41

atggactgga cctggagaat cctcttcttg gtggcagcag ccacaggagc ccactce 57
<210> 42

<211> 22

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia lider

<400> 42

Met Asp Met Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp
1 5 10 15

Phe Preo Gly Ala Arg Cys
20

92



10

15

20

25

30

35

40

<210> 43

<211> 66

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> secuencia lider
<400> 43

atggacatga gggtcccege tcagetccectg ggectectge tgetetggtt cecaggtgece
aggtgt

<210> 44

<211> 19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> secuencia lider
<400> 44

Met Gly Trp Ser Cyeg Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly

ES 2704 731 T3

1 5 10 15
Val His Ser

<210> 45

<211> 57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia lider

<400> 45

atgggatgga gctgtatcat cctcttcttg gtagcaacag ctaccggtgt gcattce
<210> 46

<211> 57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia lider

<400> 46

atgggctggt cctgcatcat cctgtttctg gtggctaccg ccactggagt gcattce
<210> 47

<211> 57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia lider

<400> 47

atgggctggt cctgcatcat cctgtttctg gtcgccacag ccaccggegt gecactcet
<210> 48

<211> 592

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

93

66

57

57

57



<220>
<223>

<400>

ES 2704 731 T3

HC de DP47GS (Fc botén, P329G LALA)-IL2 N88D

48

Glu Val Gln

1

Ser

Ala

Ser

Lys

€5

Leu

Ala

Val

Ser

Lys
145

Leu

Met

Ala
50

Gly

Gln

Lys

Ser

Ser

130

Asp

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Gly

Ser

115

Lys

Tyr

Leu

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Asn

Ser

100

Ala

Ser

Phe

Ser

Vval

Gly

Thr

Ser

85

Gly

Ser

Thr

Pro

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Phe

Thr

Ser

Glu
150

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Asp

Lys

Gly

135

Pro

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Tyr

Gly

120

Gly

Val

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Trp

105

Pro

Thr

Thr

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Gly

Ser

Ala

Val

94

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gln

Val

Ala

Ser
155

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Phe

Leu

140

Trp

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Thr

Pro

125

Gly

Asn

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Leu

110

Cys

Ser

Gly
15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

val

Ala

Leu

Gly

Gly

Tyr

vVal

val

Tyr

80

Cys

Thr

Pro

val

Ala
160



Leu

Leu

Thr

Val

Pro

225

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

305

Val

Ala

Gly

Pro
385

Ser

Thr

Tyr

Gln

Asp

210

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

290

val

Ser

Lys

Asp

Phe

370

Glu

Phe

Ser

Ser

Thr

195

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

275

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

355

Tyr

Asn

Phe

Gly

Leu

180

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

260

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

340

Leu

Pro

Asn

Leu

val

165

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

245

Val

val

Gln

Gln

Ala

325

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr
405

His

Ser

Cys

Glu

Pro

230

Lys

vVal

AsSp

Tyr

Asp

310

Arg

Lys

Asp

Lys

390

Ser

Thr

val

Asn

Pro

215

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

295

Trp

Gly

Glu

Asn

Ile

375

Thr

Lys

ES 2704 731 T3

Phe

val

val

200

Lys

Ala

Thr

val

val

280

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

360

Ala

Thr

Pro

Thr

185

Asn

Ser

Ala

Leu

Ser

265

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

345

Val

Val

Pro

Thr

Ala

170

val

His

Cys

Gly

Met

250

His

val

Tyr

Gly

Ile

330

val

Ser

Glu

Pro

val

410

95

val

Pro

Lys

Asp

Gly

235

Ile

Glu

His

Arg

Lys

315

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

395

Asp

Leu

Ser

Pro

Lys

220

Pro

Ser

Asp

Asn

val

300

Glu

Lys

Thr

Trp

Glu

380

Leu

Lys

Gln

Ser

Ser

205

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

285

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

365

Ser

Asp

Ser

Ser

Ser

190

Asn

His

val

Thr

Glu

270

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

350

Asn

Ser

Arg

Ser

175

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

255

Val

Thr

val

Cys

Ser

335

Pro

Val

Gly

Asp

Trp
415

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

240

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

320

Lys

Cys

Lys

Gln

Gly

400

Gln



10

Gln

His

Ser

Ser
465

Gln

Arg

Lys

Ile
545

Thr

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

gaggtgcaat tgttggagtc tgggggaggc ttggtacage
tcetgtgecag cctceceggatt cacctttage agttatgeca

ccagggaagg ggctggagtg ggtctcaget attagtggta

gcagactceg tgaagggceg gttcaccatc tccagagaca

Gly Asn

Tyr Thr
435

Gly Gly
450

Thr Lys

Met Ile

Met Leu

His Leu
515

Asn Leu
530

Ser Asp

Phe Met

Asn Arg

49
1776
ADN

Secuencia artificial

Val

420

Gln

Gly

Lys

Leu

Thr

500

Gln

Ala

Ile

Cys

Tep
580

Phe

Lys

Gly

Thr

Asn

485

Phe

Cys

Gln

Asn

Glu
565

Ile

Ser

Ser

Ser

Gln

470

Gly

Lys

Leu

Ser

val

550

Tyr

Thr

Cys

Leu

Gly

455

Leu

Ile

Phe

Glu

Lys

535

Ile

Ala

Phe

ES 2704731 T3

Ser

Ser

440

Gly

Gln

Asn

Tyr

Glu

520

Asn

val

Asp

Ala

Val Met
425

Leu Ser

Gly Gly

Leu Glu

Asn Tyr
490

Met Pro
505

Glu Leu

Phe His

Leu Glu

Glu Thr
570

Gln Ser
585

His

Pro

Ser

His

475

Lys

Lys

Lys

Leu

Leu

555

Ala

Ile

HC de DP47GS(Fc boton, P329G LALA)-IL2 N88D

49

96

Glu

Gly

Ala

460

Asn

Lys

Pro

Arg

540

Lys

Thr

Ile

Ala

Gly

445

Pro

Leu

Pro

Ala

Leu

525

Pro

Gly

Ile

Ser

ctggggggtce
tgagctgggt
gtggtggtag

attccaagaa

Leu

430

Gly

Ala

Leu

Lys

Thr

510

Glu

Arg

Ser

Val

Thr
590

His

Gly

Ser

Asp

Leu

495

Glu

Glu

Asp

Glu

Glu
575

Leu

Asn

Gly

Ser

Leu

480

Thr

Leu

val

Leu

Thr

560

Phe

Thr

cctgagacte

ccgeecagget

cacatactac

cacgctgtat

60

120

180

240



ctgcagatga
ggatttgact
ccateggtcet
ggetgeetgyg
ctgaccagceg
agcagegtqg
aatcacaagc
actcacacat

ttccecccaa

gtggtggacyg
gaggtgcata
gtcagegtee
gtctccaaca
ccccgagaac
gtcagcctgt
agcaatgggc
tccttettee
ttctecatget
ctgteteegyg
cctgectcaa
cagatgattt
tttaagtttt
gaactcaaac
cccagggact
acattcatgt

attacctttg

<210>
<211>
<212>
<213>

50
592
PRT

<220>

<223>

<400> 50

acagcctgag
actggggcca
tceoccectgge
tcaaggacta
gegtgeacac
tgaccgtgec
ccagcaacac
gcccaccegtg
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcaccgtect
aagccctegg
cacaggtgta
ggtgcctggt
agccggagaa
tctacagcaa
ccgtgatgceca
gtggcggcay
gttctacaaa
tgaatggaat
acatgcccaa

ctctggagga

taatcagcga
gtgaatatge

cccaaagcat

Secuencia artificial

ES 2704731 T3

agccgaggac
aggaaccctg
accctoctee
cttceccgaa
ctteecgget
ctccageage
caaggtggac
cccagcacct
caccctcatg
agaccctgag
aaagccgegg
gcaccaggac
cgcacccate
caccctgece
caaaggcttc
caactacaag
gctcaccgtg
tgaggctctg
aggctcegga
gaaaacacag
taataattac
gaaggccaca

agtgctaaat

tatcaacgta
tgatgagaca

catctcaaca

acggccgtat
gtcaccgtcet
aagagcacct
ceggtgacgg
gtcctacagt
ttgggcaccc
aagaaagttg
gaagctgcag
atctcccgga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggctgaatg
gagaaaacca
ccatgcegaqg
tatcccagceqg
accacgcctce
gacaagagca
cacaaccact
ggcggaggtt
ctacaactgg
aagaatccca
gaactgaaac

ttagctcaaa

atagttctgg
gcaaccattg

ctgact

HC de DP47GS(Fc natural, P329G LALA)-IL2 N88D

97

attactgtge
cgagtgctag
ctgggggcac
tgtcgtggaa
cctcaggact
agacctacat
agcccaaatc
ggggaccgte
cccctgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
tctccaaage
atgagctgac
acatcgeegt
ccgtgetgga
ggtggcagca
acacgcagaa
ctggaggegy
agcatttact
aactcaccag
atcttcagtg

gcaaaaactt

aactaaaggg

tagaatttct

gaaaggcagc
caccaagggc
agcggeectg
ctcaggegec
ctactcecte
ctgcaacgtg
ttgtgacaaa
agtcttccte
cacatgcgtg
ggacggegtyg
gtaccgtgtg
caagtgcaag
caaagggcag
caagaaccag
ggagtgggag
cteoccgacgge
ggggaacgtc
gagcctcectee
aggctecgea
gctggattta
gatgetcaca
tctagaagaa

tcacttaaga

atctgaaaca

gaacagatgg

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1620
1680

1740

1776



Glu

Ser

Ala

Ser

Lys

65

Ala

val

Ser

Lys
145

val

Met

Ala

50

Gly

Gln

Lys

Ser

Ser

130

Asp

Thr

Tyr

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Gly

Ser

115

Lys

Tyr

Ser

Ser

Leu

Leu

20

Ser

Phe

Asn

Ser

100

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu
180

Ser

val

Gly

Thr

Ser

85

Gly

Ser

Thr

Pro

val

165

Ser

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Phe

Thr

Ser

Glu

150

His

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Asp

Lys

Gly

135

Pro

Thr

Val

ES 2704731 T3

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Tyr

Gly

120

Gly

val

Phe

Val

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Trp

105

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr
185

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Gly

Ser

Ala

val

Ala

170

val

98

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gln

val

Ala

Ser

155

val

Pro

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Phe

Leu

140

Trp

Ser

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Thr

Pro

125

Gly

Asn

Gln

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Leu

110

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser
180

Gly
15

Ser

Trp

Ser

Tyr

95

val

Ala

Leu

Gly

Ser

175

Leu

Gly

Tyr

val

Val

Tyr

80

Cys

Thr

Pro

val

Ala

160

Gly

Gly



Thr Gln Thr Tyr Ile Cys
195

Val Asp Lys Lys Val Glu
210

Pro Pro Cys Pro Ala Pro
225 230

Phe Pro Pro Lys Pro Lys
245

ES 2704 731 T3

Asn Val Asn His Lys Pro
200

Pro Lys Ser Cys Asp Lys
215 220

Glu Ala Ala Gly Gly Pro
235

Asp Thr Leu Met Ile Ser
250

99

Ser

205

Thr

Ser

Arg

Asn

His

val

Thr

Thr

Thr

Phe

Pro
255

Lys

Cys

Leu

240

Glu



val

Phe

Pro

Thr

305

val

Ala

Arg

Gly

Pro

385

Ser

Gln

His

Ser

Ser

465

Gln

Arg

Thr

Asn

Arg

290

Val

Ser

Lys

Asp

Phe

370

Glu

Phe

Gly

Tyr

Gly

450

Thr

Met

Met

Cys

Trp

275

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

355

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
435

Gly

Lys

Ile

Leu

val

260

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

340

Leu

Pro

Asn

Leu

val

420

Gln

Gly

Lys

Leu

Thr
500

val

val

Gln

Gln

Ala

325

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

405

Phe

Lys

Gly

Thr

Asn

485

Phe

val

Asp

Tyr

Asp

310

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

390

Ser

Ser

Ser

Ser

Gln

470

Gly

Lys

Asp

Gly

Asn

295

Trp

Gly

Glu

Asn

Ile

375

Thr

Lys

Cys

Leu

Gly

455

Leu

Ile

Phe

ES 2704 731 T3

val

val

280

Ser

Ala

Pro

Gln

360

Ala

Thr

Ser

Ser
440

Gly

Gln

Asn

Tyr

Ser

265

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

345

Val

val

Pro

Thr

val
425

Gly

Leu

Asn

Met
505

His

val

Tyr

Gly

Ile

330

Val

Ser

Glu

Pro

val

410

Met

Ser

Gly

Glu

Tyr

490

Pro

100

Glu

His

Arg

Lys

315

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

395

Asp

His

Pro

Ser

His

475

Lys

Lys

Asp

Asn

val

300

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

380

Lys

Glu

Gly

Ala

460

Leu

Asn

Lys

Pro

Ala

285

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

365

Ser

Asp

Ser

Ala

Gly
445

Pro

Leu

Pro

Ala

Glu

270

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

350

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu

430

Gly

Ala

Leu

Lys

Thr
510

val

Thr

vVal

Cys

Ser

335

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

415

His

Gly

Ser

Asp

Leu

495

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

320

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

400

Gln

Asn

Gly

Ser

Leu

480

Thr

Leu



10

Lys His

Leu

Gln Cys

515

Asn
530

Ile
545

Ser

Thr Phe

Leu Asn

<210>
<211>
<212>
<213>

51
1776
ADN

<220>
<223>

<400> 51
gaggtgcaat

tectgtgeag
ccagggaagyg
gcagactccg
ctgcagatga
ggatttgact
ccateggtet
ggctgectgg
ctgaccagcg
agcagecgtgg
aatcacaagc
actcacacat
ttccececcaa
gtggtggacg
gaggtgcata

gtcagegtee

Leu

Asp

Met

Arg

Ala Gln

Ile

Asn

Glu
565

Cys

Trp Ile

580

Secuencia artificial

tgttggagte
cctecggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag
actggggcca
tcecectgge
tcaaggacta
gcgtgcacac

tgaccgtgcece

ccagcaacac
gcccacegtg
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac

tcacegtect

ES 2704731 T3

Glu Glu
520

Leu

Ser Lys Asn

535

Val
550

Ile Val

Tyr Ala Asp

Thr Phe Ala

tgggggagge

cacctttage
ggtctcaget
gttcaccatc
agccgaggac
aggaaccctg
accctectec
cttceccgaa
cttceegget
ctccagecage
caaggtggac
cccagcacct
caccctcatg
agaccctgag
aaagccgcegg

gcaccaggac

Glu Leu

Phe

His

Leu Glu

Lys

Leu

Leu

Leu
525

Pro

Arg Pro

540

Lys Gly

555

Glu Thr

570

Gln
585

Ser

HC de DP47GS(Fc natural, P329G LALA)-IL2 N88D

ttggtacage
agttatgecca
attagtggta
tccagagaca
acggccgtat
gtcaccgtct
aagagcacct
ceggtgacgg
gtcctacagt
ttgggcacce
aagaaagttg
gaagctgcag
atctccecgga
gtcaagttca
gaggagcagt

tggctgaatg

101

Ala

Ile

Thr Ile

Ile Ser

ctggggggtce
tgagetgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtgc
cgagtgctag
ctgggggcac
tagtcgtggaa
cctcaggact
agacctacat
agcccaaatc
ggggaccgte
ccectgaggt
actggtacgt

acaacagcac

gcaaggagta

Glu Glu Vval

Arg

Asp

Thr
560

Ser Glu

val Glu

575

Phe

Thr
590

Leu Thr

cctgagacte
ccgecagget
cacatactac
cacgctgtat
gaaaggcagc
caccaagggc
ageggeccty
ctcaggegcee
ctactcecte
ctgcaacgtg
ttgtgacaaa
agtcttecte
cacatgcgtg
ggacggcgtg
gtaccgtgtg

caagtgcaag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960



10

gtctccaaca
ccccgagaac
gtcagectga
agcaatgggc
tccttettee
ttctcatgcet
ctgtctcecgg
cctgectcaa
cagatgattt
tttaagtttt
gaactcaaac
cccagggact
acattcatgt
attacctttg
<210>
<211>

<212>
<213>

52
592
PRT

<220>

<223>

<400> 52

Glu Val Gln

1

Ser Leu

Ala Met

Ser Ala
50

Lys Gly
€5

Leu Gln

Arg

Ser

Ile

Arg

Met

aagccctegg
cacaggtgta
cctgectggt
agccggagaa
tctacagcaa
ccgtgatgca
gtggcggcgy
gttctacaaa
tgaatggaat
acatgcccaa
ctctggagga
taatcagcga
gtgaatatgc

cccaaagcat

Secuencia artificial

Leu

Leu Ser

20

Trp Val

Ser

Gly

Phe Thr

Ser
85

Asn

ES 2704731 T3

cgccceccate
caccctgece
caaaggctte
caactacaag
gctcaccgtg
tgaggctctg
aggctccgga
gaaaacacag
taataattac
gaaggccaca
agtgctaaat
tatcaacgta
tgatgagaca

catctcaaca

Glu Ser

Cys Ala

Arg Gln

Ser Gly

55

Ile
70

Ser

Leu Arg

Ala Ser

Ala Pro

Gly Ser

Arg Asp

Ala Glu

gagaaaacca
ccatcecegyg
tatcccageg
accacgcctc
gacaagagca
cacaaccact
ggcggaggtt
ctacaactgg
aagaatccea
gaactgaaac
ttagctcaaa
atagttctgg
gcaaccattg

ctgact

HC de DP47GS(Fc natural, P329G LALA)-IL2 E95A

Gly Gly Gly Leu

10

25

Gly

Thr

Asn

Gly Phe

Lys

Tyr

Ser

tctecaaage
atgagctgac
acatcgeegt
ccgtgctgga
ggtggcagca
acacgcagaa
ctggaggcegg
agcatttact
aactcaccag
atcttcagtg
gcaaaaactt
aactaaaqgqqg

tagaatttct

Val Gln

Thr Phe

Gly Leu

Tyr Ala

60

Lys Asn

75

Asp
S0

102

Thr

Ala val

caaagggcag
caagaaccag
ggagtgggag
ctccgacggce
ggggaacgtc
gagcctcteco
aggctccgea
gctggattta
gatgctcaca
tctagaagaa
tcacttaaga
atctgaaaca

gaacagatgg

Pro Gly

Ser Ser

30

Glu Trp

Asp Ser

Thr Leu

80

Tyr Tyr

95

Gly

Tyr

val

val

Tyr

Cys

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1776



Ala

val

Ser

Lys
145

Thr

val

Pro

225

Phe

val

Phe

Pro

Thr
305

Lys

Ser

Ser

130

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

210

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

290

Val

Gly

Ser

115

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

195

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

275

Glu

Leu

Ser

100

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

180

Tyr

Lys

Pro

Lys

val

260

Tyr

Glu

His

Gly

Ser

Thr

Pro

val

165

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

245

val

val

Gln

Gln

Phe

Thr

Ser

Glu

150

His

Ser

Cys

Glu

Pro

230

Lys

val

Asp

Tyr

Asp
310

Asp

Lys

Gly

135

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

215

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

295

Trp

ES 2704731 T3

Tyr

Gly

120

Gly

val

Phe

val

Val

200

Lys

Ala

Thr

val

val

280

Sear

Trp

105

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

185

Asn

Ser

Ala

Leu

Ser

265

Glu

Thr

Asn

Gly

Ser

Ala

val

Ala

170

Val

His

Cys

Gly

Met

250

His

val

Tyr

Gly

103

Gln

val

Ala

Ser

155

val

Pro

Lys

Asp

Gly

235

Ile

Glu

His

Arg

Lys
315

Gly

Phe

Leu

140

Trp

Ser

Pro

Lys

220

Pro

Ser

Asp

Asn

vVal

300

Glu

Thr

Pro

125

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

205

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

285

Val

Tyr

Leu

110

Cys

Ser

Ser

Ser

190

Asn

His

val

Thr

Glu

270

Lys

Sear

Lys

val

Ala

Leu

Gly

Ser

175

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

255

val

Thr

vVal

Cys

Thr

Pro

val

Ala

160

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

240

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys
320



ES 2704 731 T3

Val Ser Asn Lys Ala Leu Gly Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys
325 330 335

Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser
340 345 350

104



Arg

Gly

Pro

385

Ser

Gln

His

Ser

Ser

465

Gln

Arg

Lys

Ile
545

Thr

<210>
<211>

Asp

Phe

370

Glu

Phe

Gly

Tyr

Gly

450

Thr

Met

Met

His

Asn

530

Ser

Phe

Asn

Glu

355

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr

435

Gly

Lys

Ile

Leu

515

Asn

Met

Arg

53
1776

Leu

Pro

Asn

Leu

vVal

420

Gln

Gly

Lys

Leu

Thr

500

Gln

Ala

Ile

Cys

Trp
580

Thr

Ser

Tyr

Tyr

405

Phe

Lys

Gly

Thr

Asn

485

Phe

Cys

Gln

Asn

Glu

565

Ile

Lys

Asp

Lys

390

Ser

Ser

Sear

Ser

Gln

470

Gly

Lys

Ser

val
550

Tyr

Thr

Asn

Ile

375

Thr

Lys

Cys

Leu

Gly

455

Leu

Ile

Phe

Glu

Lys

535

Ile

Ala

Phe

ES 2704731 T3

Gln
360

Ala

Thr

Ser

Ser

440

Gly

Gln

Asn

Tyr

Glu

520

Asn

val

Asp

Ala

val

val

Pro

Thr

val

425

Gly

Asn

Met

505

Glu

Phe

Glu

Gln
585

Ser

Glu

Pro

val

410

Met

Ser

Gly

Glu

Tyr

490

Pro

Leu

His

Pro

Thr

570

Ser

105

Leu

Trp

Val

395

Asp

His

Pro

Ser

His

475

Lys

Lys

Lys

Leu

Leu

555

Ala

Ile

Thr

Glu

380

Lys

Glu

Gly

Ala

460

Asn

Lys

Pro

Arg

540

Lys

Thr

Ile

Cys

365

Ser

Asp

Ser

Ala

Gly

445

Pro

Leu

Pro

Ala

Leu

525

Pro

Gly

Ile

Ser

Asn

Ser

Arg

Leu

430

Gly

Ala

Lys

Thr

510

Glu

Arg

Ser

val

Thr
590

val

Gly

Asp

Trp

415

His

Gly

Ser

Asp

Leu

495

Glu

Glu

Asp

Glu

Glu

575

Leu

Lys

Gln

Gly

400

Gln

Asn

Gly

Ser

Leu

480

Thr

Leu

val

Leu

Thr

560

Phe

Thr



<212>
<213>

ADN
<220>
<223>
<400> 53

gaggtgcaat
tcctgtgcag
ccagggaagg
gcagactceg
ctgcagatga
ggatttgact
ccatcggtcet
ggctgectgyg
ctgaccagceqg
agcagegtgg
aatcacaagc
actcacacat
ttcecceccaa
gtggtggacy
gaggtgcata
gtcagcgtcce
gtctccaaca
ccccgagaac
gtcagectga
agcaatggge
teettettee
ttctcatgcect
ctgtctcecgg
cctgcctcaa
cagatgattt

tttaagtttt

gaactcaaac

cccagggact

Secuencia artificial

tgttggagtc
ccteeggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag
actggggcca
tceeeetgge
tcaaggacta
gcgtgcacac
tgaccgtgcee
ccagcaacac
gcocacegtyg
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcaccgtcect
aagccctegg
cacaggtgta
cetgectggt
agccggagaa
tctacagceaa
ccgtgatgea
gtggcggegg
gttctacaaa
tgaatggaat

acatgcccaa

ctetggagga

taatcagcaa

ES 2704731 T3

tgggggaggce
cacctttagc
ggtctcagct
gttcaccatce
agcegaggac
aggaaccctg
accctectec
cttceecegaa
cttceegget
ctccagcage
caaggtggac
cccageacct
cacccteatg
agaccctgag
aaagcegegyg
gcaccaggac
cgccceccate
caccctgecee
caaaggcttce
caactacaag
gctcacegtyg
tgaggctctg
aggctccgga
gaaaacacag
taataattac

gaaggccaca

agtgctaaat

tatcaacgta

HC de DP47GS (Fc natural, P329G LALA)-IL2 E95A

ttggtacagce
agttatgcca
attagtggta
tccagagaca
acggccgtat
gtcaccgtcet
aagagcacct
ceggtgacgg
gtcctacagt
ttgggcacce
aagaaagttg
gaagctgeag
atctccegga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggctgaatg
gagaaaacca
ccatccecggg
tatcccageg
accacgectce
gacaagagca
cacaaccact
ggcggaggtt
ctacaactgg
aagaatccca

gaactgaaac

ttagctcaaa

atagttctge

106

ctggggggtce
tgagctgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtge
cgagtgctag
ctgggggcac
tgtcgtggaa
cctcaggact
agacctacat
agcccaaatc
ggggaccgte
cccetgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
tctccaaagce
atgagctgac
acatcgeegt
cegtgetgga
ggtggcagcea
acacgcagaa
ctggaggcegg
agcatttact
aactcaccag

atcttcagtg

gcaaaaactt

cactaaaggg

cctgagacte
ccgecaggcet
cacatactac
cacgctgtat
gaaaggcagce
caccaagggce
agcggecetyg
ctcaggegee
ctactcccte
ctgcaacgtg
ttgtgacaaa
agtcttececte
cacatgegtg
ggacggegtyg
gtaccgtatg
caagtgcaag
caaagggcag
caagaaccag
ggagtgggag
ctcecgacgge
ggggaacgtce
gagcctctee
aggctccgca
gctggattta
gatgctcaca

tctagaagaa

tcacttaaga

atctgaaaca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1560
1620

1680



10

15

20

25

30

35

40

ES 2704 731 T3

acattcatgt gtgaatatge tgatgagaca gcaaccattg tagaatttct gaacagatgg

attacctttg cccaaagcat catctcaaca ctgact

<210> 54

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador directo de FOXP3

<400> 54

tgtaaaacga cggccagttt tagaagttgt atgggggatg tt
<210> 55

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador inverso de FOXP3

<400> 55

caggaaacag ctatgaccaa aatatctacc ctcttctcett ccte
<210> 56

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador directo de CTLA-4

<400> 56

tgtaaaacga cggccagtgg gtttggttat gaaggagtat ga
<210> 57

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador inverso de CTLA-4

<400> 57

caggaaacag ctatgacctt cacttaattt ccactaaaaa taccc
<210> 58

<211> 133

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> IL-2 N88D T3A C125A

<400> 58

107

1740

1776

42

44

42

45



10

ES 2704 731 T3

Ala Pro Ala Ser Ser Ser Thr Lys
1 5
Leu Leu Leu Asp Leu Gln Met Ile
20

Asn Pro Lys Leu Thr Arg Met Leu

35 40
Lys Ala Thr Glu Leu Lys His Leu

50 55
Pro Leu Glu Glu Val Leu Asn Leu
65 70
Arg Pro Arg Asp Leu Ile Ser Asp
85
Lys Gly Ser Glu Thr Thr Phe Met
100

Thr Ile Val Glu Phe Leu Asn Arg

115 120
Ile Ser Thr Leu Thr

130

<210> 59
<211> 399
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> IL-2 N88D T3A C125A
<400> 59
gcacctgeect caagttctac aaagaaaaca
ttacagatga ttttgaatgg aattaataat
acatttaagt tttacatgcc caagaaggce
gaagaactca aacctctgga ggaagtgcta
agacccagqgg acttaatcag cgatatcaac
acaacattca tgtgtgaata tgctgatgag
tggattacct ttgcccaaag catcatctca
<210> 60
<211> 133
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

Lys
10

Leu
25

Asn
Thr Phe
Gln

Cys

Ala Gln

Thr Gln

Gly Ile

Lys

Leu Glu

Ser Lys

Leu Gln

Asn

Phe Tyr

45

Glu
60

Asn

75

Ile Asn

90

Cys Glu

105

Trp Ile

cagctacaac
tacaagaatce
acagaactga
aatttagctce
gtaatagttc
acagcaacca

acactgact

108

val

Tyr Ala

Thr

Ile Vval

Asp

Phe Ala

125

tggagcattt
ccaaactcac
aacatcttca
aaagcaaaaa
tggaactaaa

ttgtagaatt

Glu
15

Leu

Asn
30

Tyr

Met Pro

Glu Leu

Phe His

80

Glu
95

Leu

Glu Thr

110

Gln Ser

actgctggat
caggatgcete
gtgtctagaa
ctttcactta
gggatctgaa

tctgaacaga

His

Lys

Lys

Lys

Leu

Ala

Ile

60
120
180
240
300
360

399



10

<223>

<400> 60

Ala Pro Thr

1

Leu

Pro

Asn

Ala
50

Lys

Pro
65

Arg Pro

Lys

Gly

Thr Ile

Lys

35

Thr

Glu

Arg

Ser

Val

IL-2 N88D

Ser Ser

Asp Leu
Leu Thr
Glu Leu
Glu

val

Leu
85

Asp

Glu
100

Thr

Glu Phe

115

Ile Ser
130

<210>
<211>
<212>
<213>

61
399

<220>
<223>

<400> 61
gcacctactt

ttacagatga
acatttaagt
gaagaactca
agacccaggyg
acaacattca

tggattacet

Thr

ADN
Secuencia artificial

Leu Thr

IL-2 N88D

caagttctac
ttttgaatgg
tttacatgcc
aacctctgga
acttaatcag

tgtgtgaata

tttgtcaaag

<210>
<211>

62
133

ES 2704731 T3

Ser Thr Lys

Gln Ile

Met Leu

40

Arg

His Leu

55

Lys

Leu
70

Asn Leu

Ile Ser Asp

Thr Phe Met

Leu Asn Arg

120

aaagaaaaca
aattaataat
caagaaggcc
ggaagtgcta
cgatatcaac
tgctgatgag

catcatctca

Lys
10

Leu Asn

Thr Phe
Gln

Cys

Ala Gln

Thr Gln

Gly

Lys

Ser

Gln

Ile Asn

Phe Tyr

45

Glu
60

Glu

Lys Asn

75

Ile Asn

90

Cys Glu

105

Trp Ile

cagctacaac
tacaagaatc
acagaactga
aatttagctc
gtaatagttc
acagcaacca

acactgact

109

val

Tyr

Thr

Ile val

Ala Asp

Phe Cys

125

tggagcattt
ccaaactcac
aacatcttca
aaagcaaaaa
tggaactaaa

ttgtagaatt

Glu
15

Leu His

Asn
30

Tyr Lys

Met Pro Lys

Glu Leu Lys

Phe Leu

80

His

Glu
95

Leu

Glu
110

Thr Ala

Gln Ser Ile

actgctggat
caggatgcte
gtgtctagaa
ctttcactta
gggatctgaa

tctgaacaga

60
120
180
240
300
360
393



10

15

<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

PRT
Secuencia artificial

IL-2 N88D C125A

62

Ala Pro Thr Ser

1

Leu

Asn

Lys

Pro
€5

Arg

Lys

Thr

Ile

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Leu

Pro

Ala

50

Pro

Gly

Ile

Ser
130

Lys

35

Thr

Glu

Arg

Ser

val

115

Thr

63
399
ADN
Secuencia artificial

Asp

Leu

Glu

Glu

Asp

Glu

100

Glu

Leu

Ser

Leu

Thr

Val

Leu

85

Thr

Phe

Thr

IL-2 N88D C125A

63
gcacctactt caagttctac aaagaaaaca cagctacaac tggagcattt

Ser

Gln

Arg

Lys

Leu

70

Ile

Thr

Leu

Thr

Met

Met

His

55

Asn

Ser

Phe

Asn

ES 2704 731 T3

Lys

Ile

Leu
40

Asp

Met

Arg
120

Lys

Leu

25

Thr

Gln

Ala

Ile

Cys

105

Trp

Thr

10

Asn

Phe

Cys

Gln

Asn

90

Glu

Ile

Gln Leu Gln

Gly Ile Asn

Lys Phe Tyr
45

Leu Glu Glu
60

Ser Lys Asn
75

val Ile val

Tyr Ala Asp

Thr Phe Ala
125

ttacagatga ttttgaatgg aattaataat tacaagaatc ccaaactcac

acatttaagt tttacatgcc caagaaggcc acagaactga aacatcttca

gaagaactca aacctctgga ggaagtgcta aatttagctc aaagcaaaaa

110

Leu

Asn

30

Met

Glu

Phe

Leu

Glu

110

Gln

Glu

15

Tyr

Pro

Leu

His

Glu

95

Thr

Ser

His

Lys

Lys

Lys

Leu

80

Leu

Ala

Ile

actgetggat

caggatgcete

gtgtctagaa

ctttcactta

€0

120

180

240
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agacccaggg acttaatcag cgatatcaac gtaatagttc tggaactaaa gggatctgaa 300
acaacattca tgtgtgaata tgctgatgag acagcaacca ttgtagaatt tctgaacaga 360
tggattacct ttgcccaaag catcatctca acactgact 399
<210> 64

<211> 133

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> IL-2 N88D T3A

<400> 64

Ala Pro Ala Ser Ser Ser Thr Lys Lys Thr Gln Leu Gln Leu Glu His
1 5 10 15

Leu Leu Leu Asp Leu Gln Met Ile Leu Asn Gly Ile Asn Asn Tyr Lys
20 25 30

Asn Pro Lys Leu Thr Arg Met Leu Thr Phe Lys Phe Tyr Met Pro Lys
35 40 45

Lys Ala Thr Glu Leu Lys His Leu Gln Cys Leu Glu Glu Glu Leu Lys
50 55 60

Pro Leu Glu Glu Val Leu Asn Leu Ala Gln Ser Lys Asn Phe His Leu
€5 70 75 80

Arg Pro Arg Asp Leu Ile Ser Asp Ile Asn Val Ile Val Leu Glu Leu
85 90 95

Lys Gly Ser Glu Thr Thr Phe Met Cys Glu Tyr Ala Asp Glu Thr Ala
100 105 110

Thr Ile Val Glu Phe Leu Asn Arg Trp Ile Thr Phe Cys Gln Ser Ile
115 120 125

Ile Ser Thr Leu Thr

130
<210> 65
<211> 399
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> IL-2 N88D T3A

<400> 65

111
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gcacctgect
ttacagatga
acatttaagt
gaagaactca
agacccagqq
acaacattca
tggattacct
<210> 66

<211> 15

<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 66

1

PRT
Secuencia artificial

caagttctac
ttttgaatgg
tttacatgcce
aacctctgga
acttaatcag
tgtgtgaata

tttgtcaaag

ES 2704 731 T3

aaagaaaaca
aattaataat
caagaaggcce
ggaagtgcta
cgatatcaac
tgctgatgag

catcatctca

Conector con (G4S)3

cagctacaac
tacaagaatc
acagaactga
aatttagcte
gtaatagttc
acagcaacca

acactgact

10

112

tggagcattt
ccaaactcac
aacatcttca
aaagcaaaaa
tggaactaaa

ttgtagaatt

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
5

actgctggat
caggatgcete
gtgtctagaa
ctttcactta
gggatctgaa

tctgaacaga

15

60
120
180
240
300
360

399



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

10.

11.

12.

13.

14.

15.
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REIVINDICACIONES

Una proteina de fusién que comprende (i) una molécula de inmunoglobulina que no se puede unir
especificamente a un antigeno y (ii) dos moléculas de interleucina 2 (IL-2) mutante que comprenden una
mutacién de aminoéacido que reduce la afinidad de la molécula de IL-2 mutante con respecto al receptor de IL-
2 de afinidad intermedia, en comparaciéon con una molécula de IL-2 natural, en la que dichas moléculas de IL-
2 mutante comprenden la secuencia de la SEQ ID NO: 58.

La proteina de fusion de la reivindicacion 1, en la que dicha molécula de inmunoglobulina es una molécula de
inmunoglobulina de clase 1gG, en particular, una molécula de inmunoglobulina de subclase IgGi.

La proteina de fusién de la reivindicacion 1 o 2, en la que dicha molécula de inmunoglobulina es una molécula
de inmunoglobulina humana.

La proteina de fusién de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que dicha molécula de
inmunoglobulina comprende una secuencia de la regiéon variable de la cadena pesada basada en la
secuencia de estirpe germinal de Vh3-23 humana.

La proteina de fusién de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que dicha molécula de
inmunoglobulina comprende la secuencia de la regién variable de la cadena pesada de la SEQ ID NO: 9.

La proteina de fusién de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que dicha molécula de
inmunoglobulina comprende una secuencia de la region variable de la cadena ligera basada en la secuencia
de estirpe germinal de Vk3-20 humana.

La proteina de fusidon de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que dicha molécula de
inmunoglobulina comprende la secuencia de la regién variable de la cadena ligera de la SEQ ID NO: 11.

La proteina de fusién de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que dicha molécula de
inmunoglobulina comprende una modificacion que reduce la afinidad de unién de la molécula de
inmunoglobulina con respecto a un receptor Fc en comparacion con una molécula de inmunoglobulina
correspondiente sin dicha modificacion.

La proteina de fusion de la reivindicacion 8, en la que dicho receptor Fc es un receptor Fcy, en particular, un
receptor Fcy humano.

La proteina de fusién de la reivindicacion 8 0 9, en la que dicho receptor Fc es un receptor Fc activador.

La proteina de fusién de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, en la que dicho receptor Fc se
selecciona del grupo de FcyRllla (CD16a), FcyRI (CD64), FcyRlIla (CD32) y FcaRI (CD89).

La proteina de fusién de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, en la que dicho receptor Fc es
FcyRllla, en particular, FcyRIlla humano.

La proteina de fusién de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que dicha molécula de
inmunoglobulina comprende una sustitucion de aminoacido en la posicion 329 (numeracion EU) de las
cadenas pesadas de inmunoglobulina.

La proteina de fusién de la reivindicacion 13, en la que dicha sustitucion de aminoacido es P329G.

La proteina de fusidon de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que dicha molécula de
inmunoglobulina comprende sustituciones de aminoacido en las posiciones 234 y 235 (numeracién EU) de las
cadenas pesadas de inmunoglobulina.

La proteina de fusién de la reivindicacion 15, en la que dichas sustituciones de aminoacido son L234A y
L235A (LALA).

La proteina de fusiéon de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que dicha molécula de
inmunoglobulina comprende las sustituciones de aminoacido L234A, L235A y P329G (numeracion EU) en las
cadenas pesadas de inmunoglobulina.

La proteina de fusién de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que dichas moléculas de
IL-2 mutante se fusionan cada una en su amino&cido N terminal con el aminoacido C terminal de una de las
cadenas pesadas de inmunoglobulina de dicha molécula de inmunoglobulina, opcionalmente a través de un
conector peptidico.
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La proteina de fusién de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que dichas moléculas de
IL-2 mutante se fusionan cada una con dicha molécula de inmunoglobulina a través de un conector peptidico.

La proteina de fusion de la reivindicacion 19, en la que dicho conector peptidico comprende al menos 10, en
particular, al menos 15, aminoacidos.

La proteina de fusion de la reivindicacién 19 o 20, en la que dicho conector peptidico comprende la secuencia
de aminoacidos (G4S); (SEQ ID NO: 66).

La proteina de fusion de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la proteina de fusion
comprende las secuencias de polipéptido de la SEQ ID NO: 19 y la SEQ ID NO: 50.

La proteina de fusion de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que dicha proteina de
fusion activa selectivamente los linfocitos T reguladores.

Un polinucledtido que codifica la proteina de fusion de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes.
Un vector, en particular, un vector de expresion, que comprende el polinucleétido de la reivindicacion 24.

Una célula huésped que comprende el polinucleétido de la reivindicacién 24 o el vector de la reivindicacion
25.

Un procedimiento para producir una proteina de fusién que comprende una molécula de inmunoglobulina y
dos moléculas de IL-2 mutante que comprenden una mutacion de aminoacido que reduce la afinidad de la
molécula de IL-2 mutante con respecto al receptor de IL-2 de afinidad intermedia en comparaciéon con una
molécula de IL-2 natural, que comprende las etapas de (i) cultivar la célula huésped de la reivindicacion 26 en
condiciones adecuadas para la expresion de la proteina de fusion y (ii) recuperar la proteina de fusion.

Una proteina de fusion producida mediante el procedimiento de la reivindicacién 27.

Una composicion farmacéutica que comprende la proteina de fusion de una cualquiera de las reivindicaciones
1-23 0 28 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La proteina de fusion de una cualquiera de las reivindicaciones 1-23 o 28, o la composicion farmacéutica de
la reivindicacion 29, para su uso como un medicamento.

La proteina de fusion de una cualquiera de las reivindicaciones 1-23 o 28, o la composicion farmacéutica de
la reivindicacion 29, para su uso en el tratamiento o profilaxis de una enfermedad autoinmunitaria.

La proteina de fusion o la composicién farmacéutica para su uso de la reivindicacién 31, en la que dicha
enfermedad autoinmunitaria se selecciona del grupo de diabetes de tipo 1, lupus eritematoso diseminado,
enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa y esclerosis multiple.

La proteina de fusion de una cualquiera de las reivindicaciones 1-23 o 28, o la composicion farmacéutica de
la reivindicacién 29, para su uso en el tratamiento o profilaxis de rechazo de trasplante o enfermedad injerto
contra huésped.

La proteina de fusion de una cualquiera de las reivindicaciones 1-23 o 28 para su uso en la activacién
selectiva de los linfocitos T reguladores in vitro.

La proteina de fusién de la reivindicacion 34, en la que dicha activacion comprende la induccién de la
proliferacion de linfocitos T reguladores y/o la induccidon de la sefializacion del receptor de IL-2 en los
linfocitos T reguladores.

Un procedimiento para la activacion selectiva de los linfocitos T reguladores in vitro, que comprende poner en
contacto dichos linfocitos T reguladores con la proteina de fusién de una cualquiera de las reivindicaciones 1-
230 28.

El procedimiento de la reivindicacién 36, en el que dicha activacion comprende la induccién de la proliferacién

de los linfocitos T reguladores y/o la induccién de la sefializacion del receptor de IL-2 en los linfocitos T
reguladores.
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