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DESCRIPCION
Proteinas de fusién de inmunoglobulina a través de cadena ligera y métodos de uso de ellas
Solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica el beneficio de la solicitud de patente provisional de los EE. UU. nim. de serie
61/501 161, presentada el 24 de junio de 2011, titulada "Light chain immunoglobulin fusion proteins and methods of
use thereof".

Campo de la invencion

La invencién se refiere a anticuerpos y proteinas de fusién de anticuerpos terapéuticos, y a métodos para su
preparacion y uso.

Antecedentes de la invencién

La inmunocitocinas (proteinas de fusion de anticuerpo-citocina) se describieron por primera vez en la literatura a
inicios de los afos 90 y consistian en fusiones de anticuerpos enteros con citocinas tales como linfotoxina (TNF-B) o
interleucina 2 (IL2). Estudios posteriores en modelos de tumor que expresaban GD2 en ratones indicaron que el
anticuerpo ch14.18 y la inmunocitocina ch14.18-IL2 tenian ambos actividad antitumoral, pero que la inmunocitocina
era mucho mas potente que el anticuerpo, incluso cuando se combinaba con IL2 libre. Sabzevari H et al. (1994) Proc
Natl Acad Sci USA 91:9626-30; Pancook JD et al. (1996) Cancer Immunol Immunother 42:88-92; Becker JC et al.
(1996) Proc Natl Acad Sci USA 93:2702-7. Ademas, los ratones inmunocompetentes tratados con la inmunocitocina,
pero no con el anticuerpo més la IL2, desarrollaron una respuesta inmunitaria adaptativa dependiente de linfocitos T
CD8+ que prevenia la exposicién tumoral posterior. Becker JC et al. (1996) J Exp Med 183:2361-6; Becker JC et al.
(1996) Proc Natl Acad Sci USA 93:7826-31. Por lo tanto, el direccionamiento de la IL2 hacia el microentorno tumoral
induce un efecto de vacuna antitumoral que no se logra con el anticuerpo, ni solo ni junto con la citocina libre. Una
inmunocitocina humanizada relacionada, hu14.18-IL2, recientemente ha logrado validacién clinica preliminar en
neuroblastoma recidivante como monoterapia, donde indujo una cantidad significativa de respuestas completas en
pacientes que no contaban con otras opciones de tratamiento. Hu14.18-IL2 se ha descrito en la patente
europea EP1 572 748. Muchas publicaciones describen la capacidad de esta molécula para activar varios
componentes del sistema inmunitario para destruir células tumorales y provocar una respuesta de memoria de
linfocitos T CD8 de larga duracion que resiste la exposicion tumoral posterior. La solicitud de patente EPO 998
305 describié una cadena pesada y ligera de Fab en donde la IL2 humana se fusiona a través de un enlazador al
extremo C de la cadena ligera del Fab.

Compendio de la invencion
La invencion se define mediante las reivindicaciones adjuntas.

La proteina de fusién de la invencion es una proteina de fusién de un anticuerpo o una proteina de fusion de un
fragmento de unién a antigeno de este, que comprende una proteina de fusién de una primera cadena pesada y una
primera cadena ligera, en donde la proteina de fusidén de cadena ligera comprende:

una regién variable de longitud completa fusionada al extremo N de la regién constante de cadena ligera de
inmunoglobulina y un péptido de fusién fusionado al extremo C de la regidon constante de cadena ligera de
inmunoglobulina sin un péptido enlazador,

en donde el péptido de fusién consiste en una citocina,

en donde la primera cadena pesada comprende una region variable de longitud completa fusionada al extremo N de
la region constante de cadena pesada, y

en donde la citocina de dicho péptido de fusion
()esIL2,0
(i) es IL2 humana, o

(iii) es IL2 humana, en donde la longitud de la region en el extremo N de la fusién de citocina se acorta 1 a 10
aminodcidos, o

(iv) es una IL2 que tiene una mutacidon en una o mas posiciones correspondientes en la IL2 humana a D20, F42,
R38, N88 0 Q126.

En algunas realizaciones, aspectos se refieren a nuevas proteinas de fusién de anticuerpo que incluyen una fusion
de cadena ligera, en donde el extremo aminico de la proteina de fusion se fusiona al extremo carboxilico de la
cadena ligera (p. €j., el extremo carboxilico de la region constante de cadena ligera). De manera sorprendente, las
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fusiones al extremo C de la regi6on constante de cadena ligera no alteran las funciones efectoras naturales del
anticuerpo intacto, a pesar del hecho de que el sitio de la fusién es adyacente a sitios de interaccion en la cadena
pesada necesarios para estas actividades. Por ejemplo, se conservan las funciones efectoras de ADCC
(citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo) y CDC (citotoxicidad dependiente de complemento) en anticuerpos
que contienen fusiones en la cadena ligera, incluso cuando un péptido de fusion se fusiona directamente a la Cys del
extremo C de una regién constante de cadena ligera (p. €j., de un anticuerpo IgG1).

En algunas realizaciones, aspectos se refieren a nuevas proteinas de fusién de anticuerpo que incluyen una fusion
de cadena ligera, en donde el extremo carboxilico de la cadena ligera se fusiona al extremo aminico de la segunda
proteina, y en donde el anticuerpo se une a una molécula de superficie celular (p. ej., un antigeno de superficie
celular asociado al cancer). En algunas realizaciones, las proteinas de fusion se estabilizan mediante la presencia
de una union disulfuro entre la Cys del extremo carboxilico de la regién constante de cadena ligera y la Cys
correspondiente de la regién constante de cadena pesada. En algunas realizaciones, la unién de la porcién de
anticuerpo a una superficie celular provoca un cambio conformacional en la proteina de fusiéon que reduce la
interferencia estérica con la segunda proteina y destapa, de este modo, su actividad. Por consiguiente, una proteina
de fusién descrita en la presente memoria se puede usar para aumentar la especificidad celular de una proteina al
reducir su actividad en la ausencia de unién a una célula diana de interés (p. ej., una célula cancerosa). Esta
propiedad puede ser Util para enmascarar o reducir selectivamente las propiedades téxicas de un compariero de
fusién y proteger, de este modo, a las células que no son diana de la actividad de un companero de fusion téxico y
exponer solamente a las células diana (p. €j., células cancerosas) a los efectos téxicos.

En algunas realizaciones, una proteina de fusién descrita en la presente memoria se puede disefiar para activar
selectivamente una o un subconjunto de varias (p. ej., dos) formas de receptor diferentes. Por ejemplo, todos los
miembros de la familia IL2 (p. €j., IL2, IL21 o IL15) se pueden unir a componentes del receptor intermedio de IL2 que
comparten. En algunas realizaciones, se puede disefiar una fusion de un miembro de la familia IL2 al extremo C de
una cadena ligera de un anticuerpo para bloquear estéricamente uno o méas residuos que activan el receptor
intermedio de IL2 (p. ej., D20 en IL2 o0 un aminoacido correspondiente en otra citocina, por ejemplo, IL21 o0 IL15). En
algunas realizaciones, la longitud de la regién del extremo N de la citocina se puede alterar (p. €j., acortar o alargar
1,2,3,4,5,6, 7,8, 9 0 10 aminoacidos o mas) para optimizar el grado de inactivacion selectiva al modificar la
extensién del impedimento estérico del (de los) aminoacido(s) activador(es) que se acerca(n) a la interseccion de
fusién debido a la eliminacion de aminoacidos. Se debe apreciar que un experto puede producir sin inconvenientes
varias formas de eliminacién diferentes y evaluar sus actividades relativas contra diferentes receptores (p. €j., segin
se describe en la presente memoria). Se debe apreciar que un nivel de actividad éptimo puede depender del uso
previsto de la proteina de fusién. En algunas realizaciones, la actividad contra una primera forma de receptor se
puede reducir con respecto a la actividad contra una segunda forma de receptor. En algunas realizaciones, la
actividad contra la segunda forma de receptor también se puede reducir.

En algunas realizaciones, para citocinas que activan solo una forma de receptor, se puede disefiar una proteina de
fusién segun se describe en la presente memoria para que tengan un nivel reducido de activacién del receptor. En
algunas realizaciones, se pueden hacer cambios a la cantidad de aminoacidos entre el extremo C de la cadena
ligera y un aminoacido en la citocina que interactia con y activa el receptor de citocina. Por ejemplo, la longitud de la
region del extremo N de la porcién de fusion de la citocina se puede alterar (p. €j., acortar o alargar 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9 0 10 aminoacidos o mas). Se debe apreciar que un experto puede producir sin inconvenientes varias formas de
eliminacion diferentes y evaluar sus actividades relativas en un ensayo con receptor in vivo o in vitro adecuado. Se
debe apreciar que un nivel de actividad 6ptimo puede depender del uso previsto de la proteina de fusion. En algunas
realizaciones, se puede reducir la actividad de la citocina contra un receptor diana. Sin embargo, el nivel mas bajo
de actividad puede no ser 6ptimo dependiendo del uso previsto. En algunas realizaciones, el nivel de actividad de la
citocina no se reduce mediante la fusién (o incluso se puede aumentar).

De manera similar, la actividad de otras proteinas (p. ej., otras enzimas) fusionadas a una cadena ligera del
anticuerpo (p. €j., a un anticuerpo que se une a un receptor de superficie celular) se puede alterar (p. €j., optimizar
para un uso especifico). En algunas realizaciones, se pueden hacer cambios a la cantidad de aminoacidos entre el
extremo C de la cadena ligera y un aminoacido en la proteina que es importante para la actividad. Por ejemplo, la
longitud de la regidn del extremo N de la porcién de fusién de la citocina se puede alterar (p. €j., acortar o alargar 1,
2,3,4,5,6,7,8,9 0 10 aminoacidos o mas). Se debe apreciar que un experto puede producir sin inconvenientes
varias formas de eliminacion diferentes y evaluar sus actividades relativas en un ensayo in vivo o in vitro adecuado.
Se debe apreciar también que un nivel de actividad 6ptimo puede depender del uso previsto de la proteina de fusién.
En algunas realizaciones, la actividad de la proteina (p. €j., enzima) se puede reducir. Sin embargo, el nivel mas bajo
de actividad puede no ser 6ptimo dependiendo del uso previsto. En algunas realizaciones, el nivel de actividad no se
reduce mediante la fusién (o incluso se puede aumentar).

En algunas realizaciones, aspectos se refieren a una proteina de fusion de inmunoglobulina que comprende una
primera proteina de fusién de cadena ligera, en donde la primera proteina de fusion de cadena ligera incluye una
region constante de cadena ligera de inmunoglobulina y un péptido de fusién fusionado al extremo C de la region
constante de cadena ligera de inmunoglobulina. En algunas realizaciones, el péptido de fusion es un péptido que no
es inmunoglobulina. En algunas realizaciones, el péptido de fusion es una inmunoglobulina que se une
especificamente a un antigeno de superficie celular. En algunas realizaciones, una region de extremo N de una
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citocina se usa como un enlazador para conectar el extremo C de la region constante de cadena ligera de
inmunoglobulina con el extremo N del péptido de fusién. En algunas realizaciones, la inmunoglobulina también
incluye una primera proteina de cadena pesada de inmunoglobulina (p. ej., una primera cadena pesada de
anticuerpo o una porcién de esta).

En algunas realizaciones, el péptido de fusion tiene entre 5 y 500 aminoacidos de longitud. En algunas realizaciones,
el péptido de fusion comprende un haz helicoidal alfa. En algunas realizaciones, el péptido de fusién es una proteina
de unidén a receptor. Se debe apreciar que el péptido que no es inmunoglobulina puede ser una citocina segun se
describe en la presente memoria. En algunas realizaciones, la citocina es IL-2, IL-7, IL-15, IL-21, GM-CSF o a-
interferén. Sin embargo, otras citocinas se pueden fusionar al extremo C de la cadena ligera dado que la descripcion
no esta limitada en este sentido. En algunas realizaciones, el péptido de fusibn es una enzima proteica o
ribonucleasa. En algunas realizaciones, el péptido de fusiéon es un Fv de cadena simple y un péptido de citocina de
extremo N se usa como un enlazador para conectar el extremo C de la region constante de cadena ligera de
inmunoglobulina con el extremo N del Fv de cadena simple. En algunas realizaciones de la invencién, el péptido de
citocina de extremo N es un péptido de extremo N de IL2. En algunas realizaciones, el péptido de citocina de
extremo N tiene 1-10 aminoé&cidos de longitud.

En algunas realizaciones, la proteina de fusion de inmunoglobulina también incluye una region variable (p. €j., una
region variable de longitud completa o una porcién de unién a antigeno de esta) fusionada al extremo N de la region
constante de cadena ligera y/o una region variable (p. ej., una regién variable de longitud completa o una porcién de
unién a antigeno de esta) en el extremo N de una regién constante de cadena pesada.

En algunas realizaciones, la regién constante de cadena ligera es una region constante Ck o Cx. En algunas
realizaciones, la cadena pesada es una cadena pesada de IgG. En algunas realizaciones, la cadena pesada de IgG
es una cadena pesada de IgG1, una cadena pesada de IgG3, una cadena pesada de 1gG2 o IgG4. En algunas
realizaciones, la cadena pesada de IgG2 o IgG4 se modifica para incluir una secuencia de IgG1 o IgG3 que confiere
funcion efectora de ADCC y/o CDC. En algunas realizaciones, la secuencia de IgG1 que confiere funcién efectora de
ADCC y/o CDC es una bisagra de I1gG1.

En algunas realizaciones de la invencién, el péptido de fusion se fusiona al extremo C de la region constante de
cadena ligera de inmunoglobulina sin un péptido enlazador. En algunas realizaciones, el péptido de fusion se fusiona
a la Cys del extremo C de la region constante de cadena ligera de inmunoglobulina. En algunas realizaciones, el
péptido de fusion se fusiona al extremo C de la regién constante de cadena ligera de inmunoglobulina a través de un
péptido enlazador. Se debe apreciar que el péptido enlazador puede tener cualquier longitud adecuada, por ejemplo,
1-20 aminoécidos de longitud, o aproximadamente 5 aminoacidos de longitud. En algunas realizaciones, el péptido
enlazador es un péptido poli-Gly, un péptido de combinacién (Gly4-Ser)x, o 3-10 aminoacidos del extremo N de una
citocina similar a IL2, o los primeros 7 aminoacidos del extremo N de IL2.

En algunas realizaciones, cada uno de los péptidos de inmunoglobulina y péptidos de fusidon son
independientemente secuencias de humano, ratdn, perro, bovino o gato. En algunas realizaciones, una o0 mas
regiones variables de las primeras cadenas pesada y ligera son secuencias murinas. Se debe apreciar que las
secuencias pueden ser humanizadas, quiméricas, variantes (p. €j., una o mas mutaciones pueden estar presentes
en cualquiera de las regiones de inmunoglobulina), o cualquier combinacién de estas.

En algunas realizaciones, el péptido de fusidbn comprende una secuencia de citocina humana. En algunas
realizaciones, la citocina tiene una mutacién en un residuo que es un punto de contacto con un receptor, un sitio
activo o una combinacion de estos. En algunas realizaciones, la mutacién que reduce la actividad de citocina. Por
ejemplo, un péptido de fusidon de la invencion puede ser una IL2 que tiene una mutacién en una 0 mas posiciones
correspondientes en la IL2 humana a D20, R38, N88 o Q126.

En algunas realizaciones, las primeras cadenas pesada y ligera se unen especificamente a un antigeno de
superficie celular (p. €j., un antigeno asociado al cancer). Por consiguiente, en algunas realizaciones, las primeras
cadenas pesada y ligera se unen especificamente a un antigeno tumoral. En algunas realizaciones, el antigeno
tumoral es un acido nucleico, p. €j., una molécula de ADN. En algunas realizaciones, el antigeno tumoral no es un
acido nucleico. En algunas realizaciones, el antigeno tumoral es un antigeno tumoral proteinico, por ejemplo, un
polipéptido. En algunas realizaciones, el antigeno tumoral es un polisacarido. En algunas realizaciones, el antigeno
tumoral es GD2, CD20, CD19, CSPG o EpCAM. En algunas realizaciones, la inmunoglobulina se une
especificamente a una proteina virica. En algunas realizaciones, el antigeno de superficie celular y/o el antigeno
tumoral es una proteina virica. En algunas realizaciones, la inmunoglobulina (p. ej., las primeras proteinas de
inmunoglobulina de cadena pesada y ligera se unen a un antigeno diana con una afinidad o Kd de aproximadamente
107 a aproximadamente 1072 M. Sin embargo, pueden tener afinidades mas altas o mas bajas dado que los
aspectos descritos en la presente memoria no estan limitados en este sentido.

En algunas realizaciones, aspectos descritos en la presente memoria se refieren a inmunocitocinas nuevas. Las
inmunocitocinas son anticuerpos genéticamente manipulados enlazados a citocinas potentes (p. €j., IL2) para dirigir
las citocinas hacia un sitio de enfermedad donde seran eficaces.
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Aspectos descritos en la presente memoria se refieren a nuevas citocinas en donde el extremo aminico de la
citocina se fusiona al extremo carboxilico de la cadena ligera del anticuerpo (p. €j., el extremo carboxilico de la
cadena ligera de un anticuerpo que se une a una proteina de superficie celular). Se hallé que las fusiones de la
cadena ligera conservaban las dos funciones efectoras de ADCC y CDC a pesar de la presencia de la citocina
acoplada al extremo C de la region constante de cadena ligera. Ademas, se hallé que la farmacocinética de las
fusiones de cadena ligera era mejor (p. €j., semivida mas extensa) que la de las fusiones de cadena pesada. Estas
observaciones respaldan los nuevos usos para las inmunocitocinas de fusién de cadena ligera. En algunas
realizaciones, las inmunocitocinas de fusion de cadena ligera se pueden suministrar linfaticamente (p. ej.,
subcutaneamente) y exhibir suficiente biodisponibilidad para ser eficaces clinicamente. En algunas realizaciones, las
inmunocitocinas de cadena ligera son Utiles para tratar ciertos canceres linfaticos (p. €j., linfomas y leucemia), asi
como canceres asociados a metastasis linfatica (p. ej., ciertos canceres de mama y otros canceres donde son
comunes las metastasis a los vasos linfaticos).

De manera similar, en algunas realizaciones, se pueden administrar fusiones de otras proteinas (p. ej., enzimas
terapéuticas) al extremo C de una cadena ligera de anticuerpo (p. €j., la cadena ligera de un anticuerpo que se une a
una proteina de superficie celular) subcutdneamente para tratar una enfermedad (p. €j., cancer).

En algunas realizaciones, se puede reducir la frecuencia de dosificacion al administrar inmunocitocinas de fusion de
cadena ligera en lugar de inmunocitocinas de fusion de cadena pesada. En algunas realizaciones, la administracion
subcutanea de inmunocitocinas de fusién de cadena ligera proporciona una reserva o depdsito de moléculas
biodisponibles que pueden ingresar al torrente circulatorio y proporcionar beneficios terapéuticos durante un periodo
de tiempo mas largo que el posible con las fusiones de inmunocitocina de cadena pesada tradicionales.

Por consiguiente, en algunas realizaciones, una proteina de fusién de anticuerpo de cadena ligera (p. ej.,
inmunocitocina) se puede administrar subcutaneamente a una dosificacion menor que aproximadamente 50 mg por
metro cuadrado a un sujeto. En algunas realizaciones, una proteina de fusién de anticuerpo de cadena ligera (p. €j.,
inmunocitocina) se puede administrar intravenosamente a una dosificacion menor que aproximadamente 10 mg por
metro cuadrado (p. ej., aproximadamente 5-10 mg por metro cuadrado, aproximadamente 1-5 mg por metro
cuadrado, o menos). Sin embargo, se debe apreciar que también se puede usar dosis mas altas en algunas
realizaciones. En algunas realizaciones, la proteina de fusion de inmunoglobulina o composicidén se administra a una
frecuencia de una vez por semana o a una frecuencia mas baja (p. €j., una vez cada dos semanas, una vez cada
tres semanas, mensualmente). Sin embargo, se debe apreciar que una proteina de fusidon o composicién descrita en
la presente memoria se puede administrar con cualquier frecuencia, incluso diariamente, o una vez cada 2, 3, 4,50
6 dias, en algunas realizaciones.

Las inmunocitocinas que incluyen una fusion de la citocina a la cadena pesada del anticuerpo se han evaluado
anteriormente y exhibido una estimulacion de respuestas inmunitarias fuertes contra tumores en ratones, en algunos
casos, con la erradicaciéon del tumor y protecciéon a largo plazo contra la recidiva. Los ejemplos de fusiones de
cadena pesada incluyen fusiones con secuencias de anticuerpo anti-unién a GD2 (GD2 es un antigeno asociado a
neuroblastomas y melanomas), secuencias de anticuerpo anti-union a EpCAM (EpCAM se asocia a canceres de
prostata, pulmén, colon, mama y gastricos). Sin embargo, las proteinas de fusién de cadena pesada tienen
modificaciones necesarias para aumentar su semivida y eficacia terapéutica. En cambio, las proteinas de fusion de
cadena ligera tienen semividas significativamente mas extensas y mayor biodisponibilidad en comparacién con las
inmunocitocinas de cadena pesada, mientras conservan las dos funciones efectoras de ADCC y CDC y actividad de
citocina.

En algunas realizaciones, aspectos se refieren a una proteina de fusion de inmunoglobulina que comprende una
proteina de fusion de una cadena pesada y una cadena ligera, en donde la proteina de fusién de cadena ligera
comprende una regidén constante de cadena ligera de inmunoglobulina y un péptido de fusién, en donde el péptido
de fusion se fusiona al extremo C de la regiéon constante de cadena ligera de inmunoglobulina. En algunas
realizaciones, el péptido de fusion es un Fv de cadena simple. En algunas realizaciones, el péptido de fusion es un
péptido que no es inmunoglobulina. En algunas realizaciones, el péptido de fusidn tiene entre 5 y 500 aminoacidos
de longitud. En algunas realizaciones, el péptido de fusion comprende un haz helicoidal alfa. En algunas
realizaciones, el péptido de fusién es una proteina de unién a receptor. En algunas realizaciones, el péptido de
fusién es una citocina. En algunas realizaciones, la citocina es IL-7, IL-15, IL-21, GM-CSF o a-interferdn. Segun la
invencion, la citocina es IL2.

En algunas realizaciones, el péptido de fusion puede ser cualquier péptido adecuado fusionado al extremo C de la
cadena ligera de inmunoglobulina. En algunas realizaciones, el péptido de fusion es citotoxico o citostatico. En
algunas realizaciones, el péptido de fusidén proporcionar una sefial detectable. En algunas realizaciones, el péptido
de fusidn es una enzima proteica o toxina tal como una ribonucleasa.

En algunas realizaciones, la proteina de fusién de inmunoglobulina comprende, ademas, una regién variable
fusionada al extremo N de la region constante de cadena ligera. En algunas realizaciones, la region constante de
cadena ligera es una region constante C« o Ca. En algunas realizaciones, la cadena pesada es una cadena pesada
de IgG. En algunas realizaciones, la cadena pesada de IgG es una cadena pesada de IgG1 o IgG3. En algunas
realizaciones, la cadena pesada de IgG es una cadena pesada de IgG2 o IgG4. En algunas realizaciones, la cadena
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pesada de IgG2 o IgG4 se modifica para incluir una secuencia de IgG1 o 1gG3 (p. €j., una bisagra de IgG1) que
confiere funcion efectora de ADCC y/o CDC, o mejores propiedades fisicas.

En algunas realizaciones, la cadena pesada es una cadena pesada de IgA, IgD, IgE o IgM.

En algunas realizaciones de la invencién, el péptido de fusion se fusiona al extremo C de la region constante de
cadena ligera de inmunoglobulina sin un péptido enlazador. En algunas realizaciones, el péptido de fusion se fusiona
a la Cys del extremo C de la regién constante de cadena ligera de inmunoglobulina.

En algunas realizaciones de la descripcion, la inmunoglobulina contiene un péptido de fusion que se fusiona al
extremo C de la region constante de cadena ligera de inmunoglobulina a través de un péptido enlazador. En algunas
realizaciones, el péptido enlazador tiene 1-20 aminoéacidos de longitud. En algunas realizaciones, el péptido
enlazador tiene aproximadamente 5 aminoacidos de longitud. En algunas realizaciones, el péptido enlazador es un
péptido poli-Gly o un péptido de combinacién (Gly4-Ser)x. En algunas realizaciones, el péptido enlazador tiene una
secuencia que corresponde a un péptido del extremo aminico de una citocina.

En algunas realizaciones, uno o mas residuos aminoacidicos (p. €j., 1-25, 1-20, 1-15, 1- 10, 1-5 u otra cantidad) se
retiran o se agregan del/al extremo aminico del compafero de fusion. Segun aspectos descritos en la presente
memoria, la longitud y la conformacion de la conexion entre la cadena ligera y el compafiero de fusion influye sobre
la actividad o selectividad de la proteina de fusion. En algunas realizaciones, un compafero de fusion puede ser
altamente activo si la distancia entre el extremo C de la cadena ligera y el aminoacido activo del compariero de
fusién (p. ej., un aminoacido que es importante para el contacto con el receptor) es aproximadamente 20
aminodcidos (p. ej., ~ 23-24 residuos). En algunas realizaciones, la actividad del compafero de fusion se puede
reducir al retirar uno 0 mas (p. €j. 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10) aminoé&cidos de la regién del extremo N del compafiero
de fusion. Se debe apreciar que la cantidad exacta de residuos que se deben eliminar para la inactivacion puede
depender del compafiero de fusién. Sin embargo, un experto en la técnica puede someter a prueba diferentes
longitudes de eliminacién para identificar las que dan lugar al nivel deseado de inactivacion.

En algunas realizaciones, una o mas actividades que se reducen mediante la fusion al extremo C de una cadena
ligera de anticuerpo se pueden recuperar después de la unién a un anticuerpo diana (p. €j., en una superficie celular)
debido a un cambio de conformacion del anticuerpo después de la unidon que da lugar a una reduccién del
impedimento estérico que inactivo el companero de fusién.

En algunas realizaciones, se puede usar un ensayo de union a perla para evaluar el nivel de actividad de un
compafiero de fusidon de proteina (p. €j., una citocina) después de la unién del anticuerpo compariero a una diana (p.
ej., una superficie celular) con respecto a la actividad del compafiero de fusién en disolucion (p. €j., en ausencia de
unién a anticuerpo). Se debe apreciar que un ensayo de unioén a perla se puede desarrollar al recubrir una perla con
un antigeno diana (p. ej., una proteina de superficie celular, por ejemplo, una proteina de superficie celular asociada
al cancer) al que se une selectivamente la porciéon de anticuerpo de una proteina de fusion descrita en la presente
memoria. Se puede usar cualquier tamafo de perla adecuado. En algunas realizaciones, el diametro de la perla es
aproximadamente el tamario de una célula diana. Sin embargo, una perla puede ser mas pequefia o mas grande. Se
debe apreciar que se pueden usar otros sustratos sélidos (p. ej., superficies planas, placas, geles, canal, material de
cromatografia, etc., o cualquier combinacién de estos) (p. €j., recubiertos con un antigeno diana) en lugar de una
perla para llevar a cabo un ensayo para comparar la actividad de una proteina de fusion en disolucién con respecto
a una proteina de fusién unida a un sustrato. Esta actividad relativa se puede usar para evaluar la probabilidad que
de una proteina de fusion esté activa cuando se una a una célula diana (por ejemplo, incluso si la proteina de fusién
es inactiva o tiene niveles bajos de actividad en disolucién). En algunas realizaciones, un aumento relativo en la
actividad después de la union a una perla recubierta con antigeno u otro sustrato segun se describe en la presente
memoria es un indicio de que la proteina de fusién tendra mayor actividad in vivo (p. ej., cuando se administra a un
sujeto) cuando se una a un antigeno diana (p. €j., un antigeno de superficie celular). En algunas realizaciones, un
aumento relativo en la actividad se puede usar para determinar si una proteina de fusion exhibira un aumento
selectivo en la actividad cuando se administra a un sujeto (p. €j., para una primera forma de receptor con respecto a
una segunda forma de receptor para proteinas de fusién que son capaces de unirse a y/o activar dos o mas formas
de receptor diferentes, por ejemplo, receptores de afinidad alta - intermedia - y/o baja).

En algunas realizaciones, varios de los aminoacidos del extremo N (p. €j., los primeros 3-20, p. €j., los primeros 3, 4,
5,6,7,8,9, 10 o0 10-20) de IL2 se insertan entre la Cys del extremo C de la cadena L y el primer residuo de un
companero de proteina de fusion (p. ej., citocina, enzima, scFv u otra proteina) para ayudar a estabilizar la proteina
de fusion (p. €j., al promover la formacion de uniones disulfuro entre la cadena ligera y la cadena pesada fusionadas
del anticuerpo). Se debe apreciar que la cantidad de aminoacidos de IL2 que son Utiles para estabilizar la proteina
de fusién puede depender de los compareros de fusion, pero el experto en la técnica puede someter a prueba sin
inconvenientes diferentes cantidades y determinar una cantidad adecuada para un uso de interés. En algunas
realizaciones, la insercion de aminoacidos del extremo N de IL2 se puede usar para producir una proteina de fusién
que se activa (o cuya actividad se aumenta) después de unirse a un antigeno diana (p. €j., en una célula diana). Un
experto en la técnica puede determinar la cantidad de residuos de IL2 que son Utiles para formar una composicién
estable y/o una composicion que se activa mediante la unién al antigeno (p. €j., mediante el uso de ensayos de
activacion celular o ensayos de union a perla segun describié en la presente memoria). En algunas realizaciones,
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varios aminoé&cidos del extremo N (p. €j., los primeros 3-20, p. €j., los primeros 3, 4, 5, 6,7, 8,9, 10 o 10-20) de una
0 mas citocinas distintas (p. ej., otras citocinas relacionadas con IL2) se pueden evaluar y/o usar como un enlazador
para estabilizar una construccion de fusion y/o producir una construccién de fusion que se activa después de la
unién al antigeno.

En algunas realizaciones, una proteina de fusion de cadena ligera tiene una secuencia de aminoacidos que se
muestra en una de las siguientes secuencias. En cada una de estas secuencias la secuencia de cadena ligera se
muestra en letras mayusculas (con la region variable en cursiva) y el péptido de fusidbn se muestra en letras
minusculas. En estas realizaciones, la secuencia de cadena ligera contiene una regién variable 14.18 de raton y una
region constante de cadena ligera humana fusionada a una secuencia de IL2 humana. Las variantes de secuencia
de aminoacidos estan subrayadas de la secuencia de IL2 estan subrayadas en letras mindsculas. Un espaciador de
4 aminoéacidos esta subrayado en letras mayusculas para las SEQ ID NOs: 3y 4.

SEQ ID NO: 1
EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRSSQSLVHRNGNTYLHWYLOKPGQSPKLLIHKVSNRFSGVPDR

FSGSGSGTDFTLKISRVEAEDIGVYFCSQSTHVPPLTFGAGTKLELKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGT

ASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYE
KHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECaptssstkktqlglehllldigmilnginnyknpkltrmltfkfympkka
telkhlgcleeelkpleevinlagsknfhlrprdlis ninvivlelkgsettfmceyadetativeflnrwitfcqsiistit

SEQ ID NO: 2
EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRSSQSLVHRNGNTYLHWYLQKPGQSPKLLIHKVSNRFSGVPDR
FSGSGSGTDFTLKISRVEAEDIGVYFCSOSTHVPPLTFGAGTKLELKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGT
ASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECaptssstkktqlglehllldlgmilnginnyknpkltrmltfk fympkkate

lkhlgcleeelkpleevinlagsknfhlrprdlis ninvivlelkgsettfmceyadetativeflnrwitfsqsiistlt
SEQ ID NO: 3
EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRSSQSLVHRNGNTYLHWYLQKPGQSPKLLIHKVSNRFSGVPDR
FSGSGSGTDFTLKISRVEAEDIGVYFCSQSTHVPPLTFGAGTKLELKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGT
ASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKAD
YEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECQR VDaptssstkktqlglehllldlgmilnginnyknp
kltrmltfkfympkkatelkhlqcleeelkpleevinlagsknfhlrprdlisninvivlelkgsettfmceyadetativeflnrwi
tfcgsiistlt
SEQ ID NO: 4
EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRSSQSLVHRNGNTYLHWYLOKPGQSPKLLIHKVSNRFSGVPDR
FSGSGSGTDFTLKISRVEAEDIGVYFCSQSTHVPPLTFGAGTKLELKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGT
ASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYE
KHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECQRVDaptssstkktqlglehllldlgmilnginnyknpkltrml
tfkfympkkatelkhlqcleeelkpleevinlagsknfhlrprdlisninvivlelkgsettfmceyadetativeflnrwitfsqsii
stlt

Se debe apreciar que cada uno de los péptidos de inmunoglobulina y péptidos de fusion pueden ser
independientemente de cualquier origen de especie (p. €j., secuencias humanas, de ratén, de perro, de bovino, de
gato o de otra especie). Se debe apreciar también que las secuencias se pueden modificar (p. ej., humanizar y/o
desinmunizar, y/o modificar su actividad, etc.). En algunas realizaciones, una o mas regiones variables son
secuencias murinas. En algunas realizaciones, una o mas regiones variables comprenden secuencias humanizadas
y/o desinmunizadas. En algunas realizaciones, el péptido de fusién incluye una secuencia de citocina humana. En
algunas realizaciones, se usa una secuencia alterada (p. ej., mutada) de una o mas regiones de inmunoglobulina,
por ejemplo, para reducir o potenciar selectivamente una funcién efectora especifica (p. €j., un reemplazo de E233-
L234-L235-G236 a P-V-A en IgG1 humana para ADCC reducida; o una mutacién K322A en la IgG1 humana para
CDC reducida). Se debe apreciar que las alteraciones de secuencia pueden ser sustituciones, inserciones,
eliminaciones, duplicaciones de aminodacidos simples o mudltiples, o cualquier combinacién de estas. Se debe
apreciar también que estas u otras alteraciones de secuencia se pueden usar solas o en combinacion.
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En algunas realizaciones, el péptido de fusiébn es un mutante de citocina (p. €j., que tiene una mutacién en un
residuo que es un punto de contacto con un receptor, en un residuo que reduce la toxicidad y/o en un residuo que
altera la especificidad, etc., o cualquier combinacion de estos), un fragmento de citocina (p. ej., que conserva
suficientes propiedades funcionales) u otra variante de citocina, o cualquier combinacion de estos. En algunas
realizaciones, una fusion de anticuerpo a través de la cadena ligera puede incorporar una o mas variantes o
fragmentos de citocina (p. ej., IL2) descritos en las patentes estadounidenses nums. 7 371 371;7 514 073;
07 803 361 de Epstein et al. En algunas realizaciones, una fusion de anticuerpo a través de la cadena ligera puede
incorporar una o mas variantes o fragmentos de citocina (p. ej., IL2, IL-4, IL-9) descritos en las patentes
estadounidenses nims. 6 028 176; 6 313 272; 6 335 426; 6 955 807; 7 105 653 o0 7 423 123 de Shanafelt et al.

En algunas realizaciones, la citocina tiene una mutacién que reduce la actividad de citocina de a 5 a 100 veces.

En algunas realizaciones, la citocina es una citocina humana, de ratén, de canino, de felino, de bovino o de otra
especie, 0 una variante de estas. En algunas realizaciones de la invencién, la citocina es una IL2 que tiene una
mutacién en una o mas posiciones correspondientes en la IL2 humana a D20, R38, F42, N88 o Q126. En algunas
realizaciones de la descripcion, la citocina es una IL-15 que tiene una mutacion en N72 (p. ej., N72D). En algunas
realizaciones de la descripcion, una inmunoglobulina se fusiona a un agente, por ejemplo, un agente para
generacion de imagenes, un agente radioetiquetado, un agente citotdxico o citostatico, etc., o cualquier combinacién
de estos a través de una fusion en el extremo C de la cadena ligera.

En algunas realizaciones, la inmunocitocina se une especificamente a un antigeno asociado a un tumor. En ciertas
realizaciones, el antigeno asociado a un tumor es un acido nucleico. En ciertas realizaciones, el antigeno asociado a
un tumor es una molécula de ADN. En ciertas realizaciones, el antigeno asociado a un tumor es un antigeno de
tumor proteinico. En ciertas realizaciones, el antigeno asociado a un tumor es un polisacarido, un lipido o un
lipopolisacarido. En ciertas realizaciones, el antigeno asociado a un tumor es un polipéptido. En ciertas
realizaciones, el antigeno asociado a un tumor se selecciona de GD2, CD20, CD19, CSPG4 y EpCAM. En algunas
realizaciones, el antigeno asociado a un tumor es un antigeno de matriz extracelular tal como fibronectina oncofetal.
En algunas realizaciones, el antigeno asociado a un tumor es un antigeno especifico para la vasculatura. En algunas
realizaciones, el antigeno asociado a un tumor es un antigeno especifico para macréfagos.

En algunas realizaciones, la citocina se selecciona del grupo que consiste en: IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-
8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-14, IL-15, IL-16, IL-17, IL-18, IL-19, IL-20, IL-21, IL-22, IL-23, IL-24, IL-25, IL-26,
IL-27, IL-28, IL-29, IL-30, IL-31, IL-32, IL-33, IL-35, G-CSF, GM-CSP, TGF-B e IFN-a/B. En algunas realizaciones, la
citocina (p. ej., humana, no humana, de mamifero y/o recombinante) es una citocina que induce la produccién y/o la
activacion de linfocitos citoliticos naturales. En algunas realizaciones, la citocina (p. ej., humana, no humana, de
mamifero y/o recombinante) es una citocina que induce la produccion y/o la activacién de linfocitos T citotdxicos.

Segun algunos aspectos, se proporcionan métodos para producir una inmunoglobulina que tiene una proteina de
fusién a través de cadena ligera. En algunas realizaciones, el extremo N del péptido de fusién se fusiona
directamente al extremo C de la cadena ligera de inmunoglobulina.

En algunas realizaciones, se proporciona una version mutada de la regién constante de cadena pesada gamma de
inmunoglobulina. En algunas realizaciones, se proporciona una version mutada de una citocina. En algunas
realizaciones, la funcion de la citocina se modifica para mantener un equilibrio entre las actividades de la citocina y
las actividades de funcion efectora de la inmunocitocina. En algunas realizaciones, se puede usar una o mas
secuencias mutantes para reducir la actividad de la citocina y/o aumentar la actividad de una o mas funciones
efectoras de inmunoglobulina (p. ej., reducir la relacién entre la actividad de citocina y la actividad de funcién
efectora en 1-100 (p. ej., 1-10, 10-20, 20-30, 30-40, 40-50, 50-60, 60-70, 70-80, 80-90, 90-100) con respecto a la
relacién de actividades cuando se usan secuencias no mutantes en la proteina de fusién).

Segun otros aspectos, se proporcionan métodos de direccionamiento hacia una citocina en un sujeto (p. €j., un
humano o mamifero). En algunas realizaciones, los métodos de direccionamiento comprenden administrar una
cualquiera de las inmunocitocinas descritas en la presente memoria al sujeto.

Segun otros aspectos, se proporcionan métodos para promover la ADCC en un sujeto. En algunas realizaciones, los
métodos para promover la ADCC comprenden administrar una cualquiera de las inmunocitocinas descritas en la
presente memoria al sujeto.

Segun algunos aspectos, se proporcionan métodos para proporcionar inmunocitocinas con inmunogenicidad
reducida en funcion de diferencias en comparacién con inmunocitocinas en las que la citocina se fusiona a la cadena
pesada. Estas diferencias incluyen la falta inherente del extremo C de cadena ligera para contribuir a la energia de
unién a moléculas de MHC clase Il humanas de posibles péptidos de fusidon que podrian procesarse in vivo y
presentarse mediante estas moléculas a linfocitos T cooperadores, y la degradacion reducida de inmunocitocinas
fusionadas a la cadena ligera después de unirse a receptores Fc en células que presentan antigeno que podria
conducir a su captacién y presentacion.

En algunas realizaciones, anticuerpos recombinantes son inmunocitocinas e incluyen una o mas proteinas citocina o
porciones de estas. Las inmunocitocinas descritas en la presente memoria generalmente incluyen un anticuerpo, o
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un fragmento o derivado de unién a antigeno de este, que es capaz de unirse especificamente a un antigeno diana,
enlazado a una citocina.

Las inmunocitocinas descritas en la presente memoria pueden incluir una 0 mas secuencias peptidicas que son
adecuadas para administracion a un sujeto particular (p. ej., humano, no humano o animal no roedor, p. €j., perro,
gato, etc.).

En algunas realizaciones, un anticuerpo o una inmunocitocina es una proteina recombinante que se puede expresar
a partir de un gen recombinante (p. gj., que incluye secuencias codificantes para la union a antigeno y/o polipéptidos
de citocina fusionadas dentro del marco en la configuracion adecuada y bajo control genético adecuado). Por
consiguiente, las realizaciones descritas en la presente memoria se refieren a acidos nucleicos recombinantes que
codifican un anticuerpo o una inmunocitocina. Otras realizaciones incluyen células hospedantes.

Algunas realizaciones proporcionan acidos nucleicos (p. ej., acidos nucleicos aislados) que codifican la totalidad o
una porcién de anticuerpos, dominios de unién a antigeno, citocinas e/o inmunocitocinas descritas en la presente
memoria. En algunas realizaciones, las secuencias codificantes de acido nucleico (p. ej., de una region de
anticuerpo y/o una citocina) se optimizan para la clonacién y/o expresion (p. €j., en células de mamifero). En algunas
realizaciones, los acidos nucleicos se incluyen en vectores (p. ej., plasmidos) que tienen una o mas secuencias de
replicacién y/o seleccionables (p. gj., origenes de replicacion, marcadores antibiéticos, etc.). Algunas realizaciones
proporcionan células hospedantes transformadas con uno 0 mas acidos nucleicos descritos en la presente memoria.

En algunas realizaciones, la célula hospedante es una célula bacteriana, de levadura, de insecto o de mamifero. En
algunas realizaciones, la célula hospedante es una célula CHO o una célula NS/0.

En algunas realizaciones, se proporciona una proteina de fusién de inmunoglobulina (p. €j., una inmunocitocina) que
se puede unir y eluir a partir de proteina A Sepharose (p. €j., mediante el uso de condiciones acidas) y permanecer
biol6gicamente activa y en un estado no aglomerado. En algunas realizaciones, se puede aislar una proteina de
fusion de inmunoglobulina (p. ej., una inmunocitocina) el poner en contacto un extracto de célula hospedante
descrito en la presente memoria con una columna adecuada (p. €j., una columna de proteina A) y eluir la proteina
unida (p. ej., después de una o mas etapas de lavado).

En algunas realizaciones, una inmunocitocina es una proteina sintética que se produce mediante el uso de técnicas
de quimica sintética.

Se debe apreciar que independientemente de como se produce una inmunocitocina, las diferentes porciones de la
proteina (p. €., la citocina, el anticuerpo o porcién de unidén a antigeno, y/o regiones de estos) se pueden fusionar a
través de uno o mas péptidos enlazadores. En el caso de proteinas de fusion recombinantes, los enlazadores se
codifican mediante secuencias de acido nucleico que se ubican, dentro del barco, entre las regiones codificantes de
las diferentes porciones de inmunocitocina. En el caso de proteinas sintéticas, los péptidos enlazadores se
introducen durante la sintesis. En algunas realizaciones, las inmunocitocinas sintéticas pueden incluir enlazadores
no peptidicos que conectan las diferentes porciones de la proteina.

En algunas realizaciones, se proporcionan composiciones farmacéuticas. En algunas realizaciones, las
composiciones farmacéuticas comprenden (i) una cantidad terapéuticamente eficaz de una cualquiera de las
inmunoglobulinas (p. ej., inmunocitocinas) descritas en la presente memoria y (ii) un portador farmacéuticamente
aceptable.

En algunas realizaciones, se proporciona un método para tratar el cancer (o asistir en el tratamiento del cancer) en
un sujeto. En algunas realizaciones, un método incluye administrar una proteina de fusiéon de inmunoglobulina
descrita en la presente memoria (p. €j., una inmunocitocina) a un sujeto que tiene cancer, en donde la proteina de
fusién de inmunoglobulina se une especificamente a un antigeno asociado a un tumor. En algunas realizaciones, el
antigeno asociado a un tumor se expresa en la superficie extracelular de una célula tumoral del cancer. En algunas
realizaciones, el método también incluye determinar que el antigeno asociado a un tumor se expresa en la superficie
extracelular de una célula tumoral del cancer. En algunas realizaciones, el antigeno asociado a un tumor es un
antigeno de matriz extracelular, un antigeno especifico para vasculatura o un antigeno especifico para macroéfagos.

En algunas realizaciones, la proteina de fusién de inmunoglobulina es una inmunocitocina y el péptido de fusion de
citocina induce linfocitos citoliticos naturales o linfocitos T citotoxicos.

En algunas realizaciones, un cancer que se trata es cancer de pulmén, cancer de mama, cancer de préstata,
melanoma, osteosarcoma, neuroblastoma, o cualquier otro cancer (p. €j., un cancer para el cual se puede identificar
un antigeno especifico para el cancer y se puede dirigir la porcion de anticuerpo de la proteina de fusidén de
anticuerpo).

En algunas realizaciones, se proporciona un método para promover la ADCC en un sujeto, al administrar una
proteina de fusién de inmunoglobulina (p. €j., una inmunocitocina) descrita en la presente memoria a un sujeto. En
algunas realizaciones, se proporciona un método para potenciar una respuesta inmunitaria dirigida a células en un
sujeto, al administrar una proteina de fusién de inmunoglobulina (p. €j., una inmunocitocina) descrita en la presente
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memoria a un sujeto, en donde la proteina de fusién de inmunoglobulina se une especificamente a un antigeno que
se expresa en la superficie extracelular de una célula en el sujeto. En algunas realizaciones, la célula es una célula
tumoral y el antigeno es un antigeno tumoral. En algunas realizaciones, también se administra un segundo
compuesto anticanceroso (p. ej., simultineamente, concurrentemente, antes y/o después de un régimen de
tratamiento con inmunoglobulina). En algunas realizaciones, el segundo compuesto anticanceroso es un agente
quimioterapéutico. En algunas realizaciones, el sujeto se trata adicionalmente (p. ej., concurrentemente, antes y/o
después) con radiacion. En algunas realizaciones, la proteina de fusion de inmunoglobulina o composicién se
administra subcutaneamente. En algunas realizaciones, la proteina de fusién de inmunoglobulina o composicion se
administra subcutaneamente a una dosificacion menor que 50 mg por metro cuadrado. En algunas realizaciones, la
proteina de fusién de inmunoglobulina o composicion se administra a una frecuencia de una vez por semana, una
vez cada dos semanas o con menor frecuencia.

Por consiguiente, en algunas realizaciones, se proporcionan métodos para potenciar una respuesta inmunitaria
dirigida a células en un sujeto mediante el uso de una inmunocitocina descrita en la presente memoria. En algunas
realizaciones, los métodos comprenden administrar una composicién farmacéutica que comprende una cantidad
terapéuticamente eficaz de una cualquiera de las inmunocitocinas descritas en la presente memoria y un portador
farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones, la inmunocitocina se une especificamente a un antigeno
que se expresa en la superficie extracelular de una célula. En algunas realizaciones, la célula es una célula tumoral
y el antigeno es un antigeno tumoral. En algunas realizaciones, la célula es un linfocito B y el antigeno es un
antigeno de linfocito B (p. ej.,, CD20 u otro antigeno adecuado). En algunos aspectos de la invencién, se
proporcionan métodos para tratar el cancer en un sujeto. En algunas realizaciones, los métodos comprenden:
administrar una composicién farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de una cualquiera
de las inmunocitocinas descritas en la presente memoria y un portador farmacéuticamente aceptable, en donde la
inmunocitocina se une especificamente a un antigeno tumoral que se expresa en la superficie extracelular de una
célula tumoral del cancer. En algunas realizaciones, los métodos comprenden determinar que un antigeno tumoral
se expresa en la superficie extracelular de una célula tumoral del céncer; y administrar una composicion
farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de una cualquiera de las inmunocitocinas
descritas en la presente memoria y un portador farmacéuticamente aceptable, en donde la inmunocitocina se une
especificamente al antigeno tumoral. En algunas realizaciones, los métodos comprenden, ademas, administrar un
compuesto anticanceroso distinto de la inmunocitocina en combinacién con la composicion farmacéutica. En algunas
realizaciones, los métodos comprenden, ademas, someter al sujeto a uno o mas tratamientos adicionales, por
ejemplo, pero sin limitarse a, quimioterapia previa o concurrente, cirugia de tumor, radiacion local, ablacién por
radiofrecuencia u otro tratamiento para el tumor local basado en temperatura. En ciertas realizaciones, el tratamiento
adicional se proporciona después de uno o mas ciclos de tratamiento con inmunocitocina.

En algunas realizaciones, un sujeto que se trata tiene un cancer seleccionado del grupo que consiste en cancer de
pulmén, cancer de mama, cancer de prostata, cancer de colon, cancer gastrico, cancer de higado, cancer
pancreatico, cancer de vias respiratorias y digestivas altas, cancer de tiroides, linfoma, leucemia, mieloma mudltiple,
melanoma, sarcoma y neuroblastoma. Sin embargo, se debe apreciar que se pueden tratar otros canceres o
tumores segun se describe en la presente memoria.

En algunas realizaciones, una proteina de fusién de inmunoglobulina descrita en la presente memoria incluye una
porcién de anticuerpo en donde la cadena ligera se fusiona a un agente para generacion de imagenes, un agente
citotoxico o un agente citostatico.

Estos y otros aspectos de la invencion y descripcion se ilustran adicionalmente mediante la siguiente descripcion y
ejemplos.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es una ilustracién de un anticuerpo y cambios estructurales que se producen después de la unién a una
célula diana que expresa el antigeno;

La Figura 2 ilustra una citocina fusionada al extremo C de una cadena pesada de anticuerpo (panel izquierdo) y una
citocina fusionada al extremo C de una cadena ligera de anticuerpo (panel derecho);

La Figura 3 es una ilustracion de una inmunocitocina que tiene IL2 fusionado al extremo C de la cadena ligera y los
cambios estructurales que se producen después de la unidn a una célula diana que expresa el antigeno;

La Figura 4 ilustra una realizacion de una proteina IL2 que muestra la ubicacién de D20;

La Figura 5 muestra la unién de una construccién de fusién a través de cadena ligera a un anticuerpo antiidiotipico y
anticuerpos anti-IL2 en un ELISA;

La Figura 6 muestra la actividad de ADCC de una proteina de fusion a través de cadena ligera y una proteina de
fusién a través de cadena pesada;
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La Figura 7 muestra las actividades de CDC relativas de una proteina de fusién a través de cadena ligera (fusion a
través de L), el anticuerpo natural (sin una fusién con citocina) y proteinas de fusion a través de cadena pesada
correspondientes (fusion a través de H (por sus siglas en inglés));

La Figura 8 muestra la bioactividad de IL2 relativa de la IL2 fusionada al extremo C de una regién constante de
cadena ligera y IL2 recombinante (no fusionada a una citocina);

La Figura 9 muestra el perfil farmacocinético relativo de una proteina de fusion por L y una proteina de fusion por H;
La Figura 10 muestra la biodisponibilidad subcutdnea de una proteina de fusion por L y una proteina de fusién por H;

La Figura 11 muestra un gel de construcciones de fusién reducidas y no reducidas que demuestran que la
construccion de fusién a través de cadena ligera forma heterodimeros completos estabilizados mediante uniones
disulfuro entre la cadena L y Hy entre las cadenas H; y

La Figura 12 muestra la activacion relativa de receptores con afinidad intermedia y alta con diferentes
construcciones de fusion unidas a perlas recubiertas con antigeno.

Descripcién detallada de la invencion

En algunas realizaciones, se proporcionan nuevas proteinas de fusién de anticuerpo Utiles para dirigir péptidos de
fusion a tejidos especificos en sujetos. Las realizaciones descritas en la presente memoria son Utiles para dirigirse a
células enfermas (p. ej., células cancerosas) en humanos y animales no humanos. Los anticuerpos se pueden
fusionar a citocinas (p. gj., para formar inmunocitocinas para aplicaciones terapéuticas), moléculas para generacion
de imagenes (p. €j., para aplicaciones de generacién de imagenes dirigidas) y/o moléculas radioetiquetadas (p.
€., para radioterapia dirigida). Se debe apreciar que, en algunas realizaciones, las inmunocitocinas también se
pueden radioetiquetar.

Los aspectos se basan, al menos en parte, en las propiedades inesperadas de anticuerpos que tienen una cadena
ligera fusionada, a través del extremo C, al extremo N de un péptido de fusién (p. €j., una citocina u otro péptido de
fusién). En algunas realizaciones, las fusiones en el extremo C a la cadena ligera de un anticuerpo (ver, por ejemplo,
la Figura 2) no alteran las funciones efectoras (p. €j., las funciones de ADCC y CDC de un anticuerpo IgG1) o la
funcion del péptido de fusién (p. ej., citocina). Ademas, los anticuerpos que tienen una fusion en el extremo C en la
cadena ligera demuestran una mayor semivida en suero y biodisponibilidad subcutdnea. Por consiguiente, los
anticuerpos que tienen una fusion en el extremo C en la cadena ligera se pueden usar para suministrar un péptido
de fusion (p. ej., una citocina) de manera mas eficaz y en dosificaciones mas bajas que anticuerpos que tienen una
fusién en el extremo C en la cadena pesada.

En algunas realizaciones, las inmunocitocinas que comprenden un anticuerpo que tiene una citocina fusionada al
extremo C de la cadena ligera tienen mejores propiedades clinicas con respecto a las inmunocitocinas que
comprenden un anticuerpo que tiene una citocina fusionada al extremo C de la cadena pesada. Las inmunocitocinas
que comprenden una citocina fusionada a la cadena pesada del anticuerpo exhiben unién a antigeno normal y
ADCC normal. Sin embargo, la fusion al extremo C altera la estructura de la region Fc, incluso cuando se usa un
enlazador peptidico flexible. En consecuencia, las inmunocitocinas que tiene una fusién en la cadena pesada
exhiben baja destruccion por complemento (CDC) con respecto a los anticuerpos intactos. Ademas, las fusiones de
inmunocitocina a través de cadena pesada se caracterizan por alta unién al receptor Fc (FCR) en ausencia de union
a antigeno. Esto da como resultado una semivida relativamente corta. Estas propiedades de fusiones de
inmunocitocina a través de cadena pesada se pueden alterar, por ejemplo, para reducir o eliminar la unién a FcR al
desglicosilar la inmunocitocina y/o evitar la protedlisis intracelular al modificar el enlazador. Sin embargo, la
desglicosilacion da como resultado una pérdida de ADCC y CDC, y las construcciones con enlazador modificado
todavia tienen una CDC relativamente baja y propiedades farmacocinéticas suboptimas.

En cambio, las inmunocitocinas que tienen una fusién a través de la cadena ligera conservan las funciones del
anticuerpo intacto y la citocina, incluso sin un enlazador péptido. Por ejemplo, las fusiones de inmunocitocina a
través de cadena ligera exhiben unién a antigeno, ADCC, actividad de citocina normales, mejor CDC y aclaramiento
reducido mediante células que llevan el receptor FcR. En algunas realizaciones, sin animo de cefirse a una teoria,
las fusiones a través de la cadena ligera evitan distorsiones de la cadena pesada y esto da como resultado una
degradacién disminuida después de la captacion por células que llevan FcR con el posterior reciclaje hacia fuera de
la célula.

En algunas realizaciones, las fusiones de inmunocitocina a través de la cadena ligera se basan en anticuerpos IgG
(p. €j., IgG1 o 1gG3). Un anticuerpo IgG es un tetramero que incluye dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras,
cada cadena pesada esta enlazada a la otra cadena pesada y también a una cadena ligera. Cada cadena pesada
incluye una region variable (Vu) de extremo N enlazada a una regién constante (Cn) de extremo C. Las dos cadenas
pesadas estan enlazadas entre si a través de una o mas uniones disulfuro entre las respectivas regiones CH. Cada
cadena ligera incluye una regién variable (VL) de extremo N enlazada a una regién constante (CL) de extremo C. La
cadena ligera puede ser una cadena kappa o una cadena lambda, dependiendo de sus regiones VLy CL. Una
cadena ligera kappa incluye una region Vk y una Ck, mientras que una cadena ligera lambda incluye una regién Vay
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una Cx. Cada cadena pesada esta enlazada a una cadena ligera a través de una o mas uniones disulfuro entre la
regién Cn y la region Ci (p. €j., Ck).

Las regiones Vuy VL de un anticuerpo determinan la especificidad para el antigeno y la afinidad del anticuerpo.
Juntas, las regiones Ch, en parte, definen la porcion Fc del anticuerpo que es capaz de dirigir funciones efectoras de
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC) y/o citotoxicidad dependiente de complemento (CDC). Se
debe apreciar que, en algunas realizaciones, un péptido se fusiona al extremo C de la cadena ligera de un
anticuerpo quimérico. En algunas realizaciones, en un anticuerpo quimérico, las regiones Vuy VL de un primer
anticuerpo (p. ej., especificas para un primer antigeno, y/o de una primera especie o tipo de anticuerpo) se
sustituyen por las regiones Vuy VL de un segundo anticuerpo (p. ej., especificas para un segundo antigeno, y/o de
una segunda especie o tipo de anticuerpo), mientras conservan la porcién Fc del segundo anticuerpo, lo que da
como resultado un anticuerpo con la especificidad de antigeno (y otras propiedades, p. €j., inmunogenicidad, etc.)
del primer anticuerpo y las caracteristicas de funcion efectora del segundo anticuerpo.

Se debe apreciar que se puede usar cualquier especie de regiones variable y constante. En algunas realizaciones,
las cadenas pesada y ligera son humanas o humanizadas. En algunas realizaciones, las regiones variable y
constante son humanas o humanizadas. En algunas realizaciones, los anticuerpos pueden incluir una cadena
pesada de humano, ratdn, vaca, perro o gato y una cadena ligera de humano, ratén, vaca, perro o gato o una
porcién de estas (p. ej., una region constante kappa o lambda). En algunas realizaciones, los anticuerpos pueden
ser quiméricos e incluyen una regién variable de una primera especie y una region constante de una segunda
especie. Por ejemplo, los anticuerpos pueden incluir una regién variable de un anticuerpo de raton (opcionalmente
humanizada o canonizada) fusionada a una regién constante de un anticuerpo humano. Se han identificado regiones
variables de raton para muchos antigenos diferentes. Dado que la mayoria de los anticuerpos de ratdn tienen
cadenas ligeras kappa, una regién variable de cadena ligera de raton deberia fusionarse generalmente a una regién
constante kappa de un anticuerpo humano para una estabilidad y rendimiento 6ptimos de los anticuerpos de
raton/humano recombinantes. Sin embargo, en algunas realizaciones, una region variable de ratén puede fusionarse
a una region constante lambda.

En algunas realizaciones, las inmunocitocinas incluyen una cadena ligera que tiene una regién variable (p. ej., una
region variable de ratén, regién variable de perro, una region variable humanizada, o cualquier otra regién variable
adecuada) fusionada a una regién constante (p. ej., de longitud completa, o que contiene una o mas mutaciones y/o
eliminaciones puntuales) fusionada a una citocina o una porcion de esta. La cadena ligera recombinante se puede
combinar con una cadena pesada (p. €., una cadena pesada recombinante). La cadena ligera recombinante puede
ser una regién constante de cadena ligera lambda o kappa. En algunas realizaciones, cuando la region variable es
una region variable kappa, se puede seleccionar una region constante kappa (aunque se podria usar una region
constante lambda en algunas realizaciones).

En algunas realizaciones, se proporcionan inmunocitocinas que se unen especificamente a antigenos asociados a
un tumor. Segun se usa en la presente memoria, el término "antigeno asociado a tumor" se refiere a una sustancia
producida directamente o indirectamente por una célula tumoral que induce una respuesta inmunitaria especifica en
un hospedante a la sustancia. Tipicamente, el antigeno tumoral se expresa en la superficie extracelular de una
célula tumoral. En algunas realizaciones, el antigeno tumoral es un antigeno humano, un homélogo no humano de
un antigeno asociado a un tumor humano o cualquier otro antigeno asociado a un tumor no humano. En algunas
realizaciones, el antigeno tumoral es GD2-gangliésido, CD19, CD20, EPCAM o CSPG4. Otros antigenos tumorales
adecuados incluyen, por ejemplo, p185 HER2/neu (erb-B1; Pisk et al., J. Exp. Med., 181:2109-2117 (1995)); receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR, por sus siglas en inglés) (Harris et al., Breast Cancer Res.Treat, 29: 1-2
(1994)); antigenos carcinoembrionarios (CEA, por sus siglas en inglés) (Kwong et al., J. Natl. Cancer Inst., 85:982-
990 (1995); mucinas mutadas asociadas a carcinoma (productos génicos de MUC-1; Jerome et al., J. Immunol.,
151:1654-1662 (1993)); proteinas E7 y E6 de papilomavirus humano (Ressing et al., J. Immunol, 154:5934-5943
(1995)); antigeno de membrana especifico de prostata (PSMA, por sus siglas en inglés, Israeh, et al., Cancer Res.,
54:1807-1811 (1994)); y epitopos o antigenos idiotipicos, por ejemplo, idiotipos de inmunoglobulina o idiotipos de
receptor de linfocito T (Chen et al., J. Immunol., 153: 4775-4787 (1994)).

Sin embargo, se debe apreciar que la invencion y descripcidon no se limitan a inmunocitocinas que se unen a
antigenos tumorales. Por ejemplo, se pueden tratar enfermedades autoinmunitarias (p. ej., artritis reumatoide,
esclerosis multiple, enfermedad de Crohn, psoriasis, etc.) mediante el uso de una inmunocitocina que se une
especificamente a un antigeno de superficie celular de una célula que media una respuesta autoinmunitaria (p.
€j., un antigeno CD20, alfa-4 (a4) integrina, CD11a, etc.).

En ciertas realizaciones, se proporcionan inmunocitocinas dirigidas a uno o0 mas antigenos viricos en la superficie de
células infectadas de manera activa o latente para el tratamiento de infecciones viricas persistentes tales como
VIH/SIDA. Por ejemplo, se puede tratar el reservorio virico del VIH con una inmunocitocina dirigida a un epitopo
conservado en la proteina gp41 del VIH unida a la membrana y llevar asi a la destruccién de las células infectadas
de manera latente que expresan este antigeno. Asimismo, proteinas viricas similares expresadas en la superficie de
otras células infectadas viricamente (p. €j., células infectadas por el virus de la hepatitis) pueden ser diana de una
inmunocitocina que se une especificamente a dicho antigeno.
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Segun se usa en la presente memoria, el término "unirse especificamente" significa que la inmunocitocina o
anticuerpo recombinante es capaz de unirse especificamente a su antigeno diana en presencia del antigeno en
condiciones de union adecuadas conocidas para el experto en la técnica. En algunas realizaciones, la
inmunocitocina o anticuerpo recombinante tiene una constante de afinidad, Ka en un intervalo de 107 M a 108 M,
108 M1a 10° M7, 10°M'a 10" M7, 10'°M'a 10" M', o 10" M'a 102 M. En algunas realizaciones, las
inmunocitocinas o anticuerpo recombinante tiene una constante de afinidad, Ka de al menos 107 M, al menos 108 M-
', al menos 10° M, al menos 10 M', al menos 10" M! o0 al menos 102 M.

En algunas realizaciones, "unirse especificamente" significa que al menos 90 por ciento, al menos 95 por ciento, al
menos 98 por ciento o al menos 99 por ciento de los complejos inmunitarios anticuerpo-antigeno formados cuando el
anticuerpo se pone en contacto con una fuente de antigenos, en condiciones adecuadas para la formacion de
complejos inmunitarios, incluye un antigeno especificado. Por ejemplo, se dice que la inmunocitocina descrita en la
presente memoria se une especificamente a GD2 cuando al menos 90 por ciento de los complejos inmunitarios
anticuerpo-antigeno formados cuando la inmunocitocina que contiene el anticuerpo se pone en contacto con una
fuente de antigenos, en condiciones adecuadas para la formacién de complejos inmunitarios, incluye GD2.

En algunas realizaciones, las inmunocitocinas descritas en la presente memoria se pueden usar para aplicaciones
veterinarias. Por ejemplo, se pueden proporcionar proteinas de fusion de inmunocitocina a través de cadena ligera
para destruir células malignas que expresan antigeno en perros, gatos u otros animales no humanos. Las
inmunocitocinas descritas en la presente memoria se pueden usar en animales no humanos para caracterizar su
eficacia clinica in vivo. Los datos preclinicos obtenidos de dichos estudios son utiles para el desarrollo de agentes
terapéuticos para su uso en medicina veterinaria, asi como el desarrollo y uso adicional de inmunocitocinas en
sujetos humanos en algunas realizaciones.

En algunas realizaciones, los anticuerpos que contienen regiones variable y constante de cadena ligera de
diferentes especies (p. gj., una region variable de raton, sea humanizada o no, y una regién constante de perro) son
mas estables y/o tienen caracteristicas de rendimiento mas alto cuando las regiones variable y constante son del
mismo isotipo (p. €j., combinadas para que sean ambas kappa o lambda). Las cadenas ligeras de anticuerpo de
raton son tipicamente cadenas ligeras kappa, mientras que las cadenas ligeras de anticuerpo de perro son
tipicamente cadenas ligeras lambda. Por consiguiente, en algunas realizaciones, una region variable de raton (p. €j.,
una region variable kappa de ratdn) se fusiona a una region constante kappa de perro.

En algunas realizaciones, el aminoacido del extremo C de al menos una cadena ligera de un anticuerpo se enlaza
covalentemente al aminoacido del extremo N de un péptido de fusién (p. €j., una citocina). En algunas realizaciones,
el aminoacido del extremo C de ambas cadenas ligeras de un anticuerpo se enlaza covalentemente al aminoacido
del extremo N de un péptido de fusién (p. €j., una citocina). En algunas realizaciones, el aminoacido del extremo C
de una o ambas cadenas ligeras de un anticuerpo se enlaza genéticamente al aminoacido del extremo N de un
péptido de fusion (p. ej., una citocina).

Se debe apreciar que las porciones de cadena ligera, cadena pesada y citocina de las inmunocitocinas se pueden
conectar con o sin un enlazador intercalado (p. ej., enlazador peptidico).

En algunas realizaciones, una sustitucién o eliminacién del residuo Cys del extremo C en una regién constante de
cadena ligera da como resultado una proteina no funcional o escasamente funcional (p. €j., debido a la ausencia de
la union Cys-Cys correspondiente entre la cadena pesada y ligera). Por consiguiente, en algunas realizaciones, una
inmunocitocina que tiene una fusion de cadena ligera en el extremo C conserva la Cys del extremo C de la region
constante de cadena ligera.

Se muestra una representacion esquematica de una realizacion de una inmunocitocina en la Figura 3. Segun se
ilustra en la Figura 3, se produce un cambio estructural en el anticuerpo después de la unién a una célula que
expresa un antigeno diana. En algunas realizaciones, este cambio estructural puede desenmascarar la proteina de
fusion (p. ej., citocina) y aumentar asi su actividad. En disolucién, los anticuerpos tienen una forma en la que el
extremo C de cada region constante de cadena ligera se empuja hacia la hendidura en la region bisagra de la
cadena pesada. Cuando el anticuerpo se une a un antigeno multimérico (p. €j., en una superficie celular) los brazos
del Fab pasan a una configuraciéon que expone la regién bisagra para interaccién con otras proteinas. En algunas
realizaciones, este cambio de configuracién se puede usar para exponer un péptido de fusién, por ejemplo, una
citocina, o una porcién de esta (por ejemplo, una regién de unién a receptor, sitio activo u otra region funcional) que
esta fusionado al extremo C de la cadena ligera. Por consiguiente, en algunas realizaciones, la especificidad de la
citocina se puede potenciar adicionalmente al crear fusiones de inmunocitocina a través de cadena ligera en donde
la citocina es inactiva, o relativamente inactiva en ausencia de unién a una célula diana (p. €j., la actividad se
enmascara por el pliegue de la porcion de anticuerpo de la inmunocitocina), y en donde la actividad de la citocina
aumenta después de la union al antigeno (p. €j., unién a un antigeno en una superficie celular).

En algunas realizaciones, se pueden usar citocinas mutantes o alteradas con actividad reducida, por ejemplo, en
una construccion que enmascara la actividad de la citocina en la ausencia de unién a antigeno.
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En algunas realizaciones, el efecto de enmascaramiento se puede aumentar al modificar una citocina. Por ejemplo,
uno o mas (p. €j., 1-5, 5-10, etc.) aminoacidos del extremo N de una citocina se pueden eliminar para producir una
inmunocitocina caracterizada por el blindaje o enmascaramiento de la citocina mediante la porcion de anticuerpo en
la ausencia de unién a antigeno. En algunas realizaciones, esto reduce la distancia entre la unién Cys del extremo C
de la cadena ligera a la cadena H y la primera hélice alfa de la citocina que generalmente contiene un residuo de
contacto de unién a receptor fundamental (p. ej., Asp20 en IL2 y residuos Asp analogos en otras citocinas
relacionadas como IL-21 e IL15), y reduce asi adicionalmente el acceso a este sitio en la configuracion no unida,
pero no en la unida.

Ciertas realizaciones se refieren a proteinas aisladas y acidos nucleicos que codifican las proteinas. Segun se usa
en la presente memoria, una molécula aislada es una molécula que es sustancialmente pura y esta libre de otras
sustancias con las cuales se encuentra habitualmente en la naturaleza o en sistemas in vivo en una medida practica
y adecuada para su uso previsto. En particular, las especies moleculares son suficientemente puras y estan
suficientemente libres de otros constituyentes bioldgicos de células hospedantes para que sean Utiles, por ejemplo,
para producir preparaciones farmacéuticas o para secuenciacion si la especie molecular es un acido nucleico,
péptido o polipéptido.

También se proporcionan vectores Utiles para la expresion de una inmunocitocina descrita en la presente memoria.
En una realizacion, el vector de expresion es adecuado para su uso en células hospedantes de mamifero. Los
vectores de expresién de mamifero pueden incluir elementos no transcritos tales como un origen de replicacion, un
promotor y potenciador adecuados enlazados al gen que se va a expresar, y otras secuencias flanqueadoras hacia
5' 0 3' no transcritas y secuencias hacia 5' o 3' no traducidas, tales como sitios de unién a ribosoma necesarios, un
sitio de poliadenilacién, sitios donantes y aceptores de empalme y secuencias de terminacion de la transcripcién.
Los promotores y potenciador usados comunmente derivan de Polyoma, Adenovirus 2, virus de simio 40 (SV40) y
citomegalovirus humano. Se pueden usar secuencias de ADN derivadas del genoma virico de SV40, por ejemplo, el
origen de SV40, el promotor precoz y tardio, el potenciador, los sitios de empalme y poliadenilacion, para
proporcionar los otros elementos genéticos necesarios para la expresion de una secuencia de ADN heterdloga. Una
molécula de acido nucleico descrita en la presente memoria se puede insertar en un vector de expresion adecuado
mediante el uso de métodos estandares de biologia molecular que no necesitan descripcion adicional en la presente
memoria. El vector de expresién puede incluir un promotor o elemento promotor/potenciador que se ubica antes de
la molécula de &cido nucleico codificante que se inserta en el vector. Los vectores de expresion pueden incluir
opcionalmente al menos una region codificante para un marcador de seleccién y/o elemento de amplificacién génica,
p. €j., dihidro reductasa (DHFR).

Para la expresion de una inmunocitocina descrita en la presente memoria, se puede introducir un vector o vectores
que contienen secuencias de acido nucleico que codifican los diversos polipéptidos de la inmunocitocina en una
célula hospedante o poblacion de células hospedantes adecuada.

El vector o vectores se pueden introducir en una célula o células hospedantes mediante el uso de cualquier método
adecuado que incluye, por ejemplo, electroporacion, suministro biolistico (p. ej., mediante el uso de un cafon de
genes), lipofeccién, precipitacion de fosfato calcico, microinyeccién, transduccion virica, nucleofeccién,
sonoporacion, magnetofeccion y choque térmico. Dichos métodos son conocidos para los expertos en la técnica y no
es necesario describirlos en la presente memoria. Después de la introduccién del vector o vectores en la célula o
células hospedantes, la célula o células se mantienen en condiciones fisiolégicamente adecuadas que son
adecuadas para el cultivo celular in vitro, durante un periodo de tiempo suficiente para permitir que la célula o
células expresen la inmunocitocina.

Segun se usa en la presente memoria, una célula hospedante es una célula eucariota. En algunas realizaciones, la
célula hospedante es una célula de mamifero. En ciertas realizaciones, la célula hospedante es una linea celular de
mamifero. En algunas realizaciones, la linea celular de mamifero es un mieloma que no secreta Ig tal como NS/0 o
Sp2/0-Ag14. En algunas realizaciones, la linea celular de mamifero es HEK293. En ciertas realizaciones, la linea
celular de mamifero es una linea de ovario de hamster chino (CHO). Estas y otras células hospedantes adecuadas
estan disponibles en la Coleccién estadounidense de cultivos tipo (ATCC, por sus siglas en inglés) (Manassas, VA).

En algunas realizaciones, células que contienen el vector o vectores de expresion secretan una inmunocitocina en el
medio de cultivo. La inmunocitocina expresada secretada se puede aislar sin inconvenientes a partir del cultivo
mediante centrifugacién (para retirar células) y posterior separacién por inmunoafinidad, por ejemplo, mediante el
uso de cromatografia con proteina A o proteina G y/o mediante el uso de antigenos especificos a los cuales se une
la inmunocitocina. En algunas realizaciones, la separacion por inmunoafinidad puede implicar alternativamente o
adicionalmente un anticuerpo anticitocina, p. ej., un anticuerpo anti-IL2, como el reactivo de inmunoafinidad.

También se proporcionan composiciones que incluyen una inmunocitocina descrita en la presente memoria. En una
realizacién, la composiciéon es una composicion farmacéutica que incluye una inmunocitocina descrita en la presente
memoria y un portador farmacéuticamente aceptable.

El término "portador farmacéuticamente aceptable" significa una o mas cargas sélidas o liquidas compatibles,
diluyentes o sustancias encapsulantes que son adecuadas para administracién a un humano u otro animal
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vertebrado. El término "portador" denota un ingrediente organico o inorganico, natural o sintético, con el cual se
combina el ingrediente activo para facilitar la aplicacion. Los componentes de las composiciones farmacéuticas
también se pueden combinar con otros compuestos y entre si, de tal manera que no hay una interaccién que
alteraria sustancialmente la eficacia farmacéutica deseada.

Las inmunocitocinas descritas en la presente memoria se puede usar para tratar canceres (p. €j., canceres que
expresan GD2) en humanos y animales no humanos (p. €., perros, gatos, etc.). Segin se usa en la presente
memoria, "cancer" se refiere a un crecimiento anormal no controlado de células en un sujeto. El término "cancer”
segun se usa en la presente memoria puede referirse a tumores solidos, canceres primarios, asi como metastasicos,
asi como canceres hematdgenos ("liquidos"). En algunas realizaciones, los canceres que expresan antigeno son
canceres que tienen un antigeno detectable (p. ej., GD2) expresado en su superficie celular. Los cénceres que
expresan GD2 son generalmente canceres de origen neuroectodérmico y pueden incluir especificamente, sin
limitacion, melanoma, neuroblastoma, osteosarcoma y cancer de pulmén microcitico.

Segun se usa en la presente memoria, "tratar" significa enlentecer o detener la progresion o reducir o eliminar, una
enfermedad en un sujeto que tiene la enfermedad. Un sujeto que tiene una enfermedad es un sujeto que tiene al
menos una manifestacion objectivamente identificable de la enfermedad.

Segun se usa en la presente memoria, una "cantidad eficaz" se refiere a la cantidad necesaria o suficiente para
conseguir un efecto biolégico deseado. En combinacién con las ensefanzas proporcionadas en la presente
memoria, al elegir entre los diversos compuestos activos y sopesar factores tales como potencia, biodisponibilidad
relativa, peso corporal del paciente, gravedad de los efectos secundarios adversos y modo de administracion
preferido, se puede planificar un régimen de tratamiento terapéutico eficaz que no provoca toxicidad sustancial y es
todavia eficaz para tratar al sujeto en particular. La cantidad eficaz para una aplicacion especifica puede variar
dependiendo de factores tales como la enfermedad o afeccién que se va a tratar, el agente activo especifico que se
va a administrar, el tamafio del sujeto o la gravedad de la enfermedad o afecciéon. Un experto en la técnica puede
determinar empiricamente la cantidad eficaz de un agente activo especifico y/u otro agente terapéutico sin
necesidad de experimentacion indebida. Se prefiere, generalmente, que se use una dosis maxima, es decir, la dosis
segura mas alta segun la opinibn médica, aunque este no sea necesariamente el caso para agentes
inmunoestimulantes. Se pueden contemplar multiples dosis por semana para lograr niveles sistémicos adecuados de
compuestos. Los niveles sistémicos adecuados se pueden determinar, por ejemplo, al medir los niveles en plasma
maximos o sostenidos del farmaco en el sujeto.

"Dosis" y "dosificacion" se usan de manera intercambiable en la presente memoria. Generalmente, la dosificacién
depende de la biologia de la molécula de fusién y sus efectos farmacodinamicos. Por ejemplo, las inmunocitocinas
que contienen IL2 causan un periodo corto de linfopenia debido a la marginacién de células que llevan el receptor de
IL2 fuera de la circulacion, con una linfocitosis de recuperacion de células que tienen un gran aumento del receptor
de IL2 y son capaces de provocar aclaramiento mediado por receptor de inmunocitocina administrada
adicionalmente. Por lo tanto, en algunas realizaciones, se proporciona una dosificacion inicial durante un periodo de
dos o tres dias consecutivos y después no mas durante varias semanas (p. €j., aproximadamente dos a tres
semanas). En algunas realizaciones (p. ej., para inmunocitocinas que contienen IL2), las dosis de compuestos
activos seran de aproximadamente 0,05 mg por metro cuadrado a aproximadamente 50 mg por metro cuadrado,
dependiendo de la via de administracion. Se espera que dosis intravenosas que varian de 0,05 a 10 mg por metro
cuadrado por dia, durante uno o varios dias, o alternativamente una vez por semana, proporcionen los resultados
deseados. De manera similar, se espera que dosis subcutaneas en el intervalo de 1 a 100 mg por metro cuadrado
por dia, durante uno o varios dias, o alternativamente una vez por semana (o0 con menor frecuencia) proporcionen
los resultados deseados. En otras realizaciones, cuando la proteina fusionada tiene propiedades bioldgicas
diferentes y toxicidad vascular mas baja que IL2 (o cuando la actividad de la proteina fusionada, p. €j., IL2, se ha
reducido) se pueden usar dosis mas altas. La dosificacion se puede ajustar de manera adecuada para lograr niveles
de farmaco deseados, locales o sistémicos, dependiendo del modo de administracion. En el caso de que la
respuesta en un sujeto sea insuficiente con dichas dosis, se pueden emplear dosis incluso mas altas (o0 dosis mas
altas eficaces mediante una via de suministro diferente, mas localizada) en la medida que la tolerancia del paciente
lo permita. Se contemplan multiples dosis por dia para lograr niveles sistémicos adecuados de compuestos.

Para cualquier inmunocitocina descrita en la presente memoria, la cantidad terapéuticamente eficaz se puede
determinar inicialmente a partir de modelos de animales. También se puede determinar una dosis terapéuticamente
eficaz a partir de datos de humanos para inmunocitocinas que se han evaluado en humanos y para compuestos que
se sabe que exhiben actividades farmacolodgicas similares, tales como otros agentes activos relacionados. La dosis
aplicada se puede ajustar en funcién de la biodisponibilidad relativa y la potencia del compuesto administrado. El
ajuste de la dosis para lograr la eficacia maxima en funcién de los métodos descritos anteriormente y otros métodos
que se conocen en la técnica esta entre las capacidades del experto en la técnica.

En algunas realizaciones, la inmunocitocina se puede administrar en combinacién con un anticuerpo terapéutico. En
algunas realizaciones, la inmunocitocina descrita en la presente memoria se puede administrar junto con al menos
un otro agente para tratamiento anticanceroso o modalidad de tratamiento anticancerosa para tratar el cancer.
Segun se usa en la presente memoria, "junto con" o "en combinacion con" se refiere a cualquier forma adecuada de
politerapia, por ejemplo, tratamientos simultdneos, superpuestos y/o secuenciales. Los agentes de tratamiento

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2758 884 T3

anticancerosos (p. ej., compuestos anticancerosos) y modalidades de tratamiento anticancerosas distintas del
tratamiento con una inmunocitocina descrita en la presente memoria pueden incluir quimioterapia (incluida
quimioterapia de combinacién), tratamiento por radiacion, cirugia, otra inmunoterapia (p. €j., vacunas para el cancer)
y cualquier combinacién de estos. También puede incluir la adicién de uno o mas tratamientos dirigidos que inhiben
vias de sefalizacion especificas (p. €j., sunitinib, imatinib, erlotinib, etc.), que reducen el crecimiento de células
tumorales, asi como la inmunosupresion inducida por el tumor. En algunas realizaciones, el tratamiento
anticanceroso es radiacién local o ablacion por radiofrecuencia. Se pueden usar tratamientos anticancerosos tales
como ciclofosfamida, doxorrubicina, valinomicina, tratamiento hormonal u otros tratamientos descritos en la presente
memoria o conocidos de cualquier otra manera en la técnica.

Segun se usa en la presente memoria, un "compuesto anticanceroso" se refiere a un agente que se administra a un
sujeto con el objetivo de tratar un cancer. Los compuestos anticancerosos incluyen, pero no se limitan a,
compuestos antiproliferativos, compuestos antineoplasicos, agentes de potenciacion complementaria anticancerosos
y agentes radioactivos. Un experto en la técnica esta familiarizado con una variedad de compuestos anticancerosos.
Los ejemplos de compuestos anticancerosos incluyen, pero no se limitan a, los siguientes: Acivicina; Aclarrubicina;
Clorhidrato de Acodazol; Acronina; Adozelesina; Adriamicina; Aldesleucina; Altretamina; Ambomicina; Acetato de
Ametantrona; Aminoglutetimida; Amsacrina; Anastrozol; Antramicina; Asparaginasa; Asperlina; Azacitidina; Azetepa;
Azotomicina; Batimastat; Bendamustina; Bortezimib; Buniodepa; Bicalutamida; Clorhidrato de Bisantreno; Dimesilato
de Bisnafida; Bizelesina; Sulfato de Bleomicina; Brequinar Sédico; Bropirimina; Busulfpan; Cactinomicina;
Calusterona; Caracemida; Carbetimer; Carboplatino; Carmustina; Clorhidrato de Carrubicina; Carzelesina;
Cedefingol; Clorombucilo; Cirolemicina; Cisplatino; Cladribina; Mesilato de Crisnatol; Ciclofosfamida; Citarabina;
Dacarbazina; DACA (N-[2-(Dimetil-amino) etil] acridina-4-carboxamida); Dactinomicina; Clorhidrato de
Daunorrubicina; Daunomicina; Decitabina; Dexormaplatino; Dezaguanina; Ifesilato de Dezaguanina; Diazicuona;
Docetaxel; Doxorrubicina; Clorhidrato de Doxorrubicina; Droloxifeno; Citrato de Droloxifeno; Propionato de
Dromostanolona; Duazomicina; Edatrexato; Clorhidrato de Eflornitina; Elsamitrucina; Enloplatino; Enpromato;
Epipropidina; Clorhidrato de Epirrubicina; Erbulozol; Clorhidrato de Esorrubicina; Estramustina; Fosfato Sodico de
Estramustina; Etanidazol; Aceite | 131 Etiodizado; Etopdsido; Fosfato de Etopdsido; Etoprina; Clorhidrato de
Fadrozol; Fazarabina; Fenrretinida; Floxuridina; Fosfato de Fludarabina; Fluorouracilo; 5-FAUMP; Flurocitabina;
Fosquidona; Fostriecina Sodica; Gemcitabina; Clorhidrato de Gemcitabina; Oro Au 198; Hidroxiurea; Clorhidrato de
Idarrubicina; Ifosfamida; lImofosina; Interferon Alfa-2a; Interferon Alfa-2b; Interferon Alfa-nl; Interferon Alfa-n3;
Interferon Beta-la; Interferon Gamma-lb; Iproplatino; Clorhidrato de Irinotecan; Acetato de Lanreétido; Letrozol;
Acetato de Leuprolido; Clorhidrato de Liarozol; Lometrexol Sédico; Lomustina; Clorhidrato de Losoxantrona;
Masoprocol; Maitansina; Clorhidrato de Mecloretamina; Acetato de Megestrol; Acetato de Melengestrol; Melfalan;
Menogaril; Mercaptopurina; Metotrexato; Metotrexato Sodico; Metoprina; Meturedepa; Mitindomida; Mitocarcina;
Mitocromina; Mitogilina; Mitomalcina; Mitomicina, Mitosper; Mitotano; Clorhidrato de Mitoxantrona; Acido
micofendlico; Nocodazol; Nogalamicina; Ormaplatino; Oxisurano; Paclitaxel Pegaspargasa; Peliomicina;
Pentamustina; Sulfato de Peplomicina; Perfosfamida; Pipobroman; Piposulfan; Clorhidrato de Piroxantrona;
Plicamicina; Plomestano; Porfimer Sédico; Porfiromicina; Prednimustina; Clorhidrato de Procarbazina; Puromicina;
Clorhidrato de Puromicina; Pirazofurina; Revlimid; Riboprina; Rogletimida; Safingol; Clorhidrato de Safingol;
Semustina; Simtraceno; Esparfosato Sodico; Esparsomicina; Clorhidrato de Espirogermanio; Espiromustina;
Espiroplatino; Estreptonigrina; Estreptozocina; Cloruro de Estroncio Sr 89; Sulofenur; Talisomicina; Taxano; Taxoide;
Tecogalan Sddico; Tegafur; Clorhidrato de Teloxantrona; Temoporfina; Tenip6sido; Teroxirona; Testolactona;
Tiamiprina; Tioguanina; Tiotepa; Timitaq; Tiazofurina; Tirapazamina; Tomudex; TOP-53; Clorhidrato de Topotecan;
Citrato de Toremifeno; Acetato de Trestolona; Fosfato de Triciribina; Trimetrexato; Glucuronato de Trimetrexato;
Triptorelina; Clorhidrato de Tubulozol; Mostaza de Uracilo; Uredepa; Vapredtido; Verteporfina; Vinblastina; Sulfato de
Vinblastina; Vincristina; Sulfato de Vincristina, Vindesina; Sulfato de Vindesina; Sulfato de Vinepidina; Sulfato de
Vinglicinato; Sulfato de Vinleurosina; Tartrato de Vinorelbina; Sulfato de Vinrosidina; Sulfato de Vinzolidina; Vorozol;
Zeniplatino;  Zinostatina;  Clorhidrato de  Zorrubicina;  2-Clorodesoxiadenosina;  2'-Desoxiformicina;  9-
aminocamptotecina; raltitrexed; Acido N-propargil-5, 8-dideazafélico, 2-cloro-2'-arabino-fluoro-2'-desoxiadenosina; 2-
cloro-2'-desoxiadenosina; anisomicina; tricostatina A; hPRL-G129R; CEP-751; linomida; Isetionato de Piritrexim;
Sitoglusido; Clorhidrato de Tamsulosina y Pentomona. También se pueden usar agentes radioactivos. Los ejemplos
de agentes radioactivos incluyen, pero no se limitan a, Fibrindgeno | 125; Fludesoxiglucosa F18; Fluorodopa F 18;
Insulina | 125; Insulina | 131; Yobenguano | 123; Yodipamida Sddica | 131; Yodoantipirina | 131; Yodocolesterol |
131; Yodohipurato Sédico | 123; Yodohipurato Sédico | 125; Yodohipurato Sédico 1 131; Yodopiracet | 125;
Yodopiracet 1 131; Clorhidrato de Yofetamina | 123; Yometina | 125; Yometina | 131; Yotalamato Sodico | 125;
Yotalamato Sédico | 131; Yotirosina | 131; Liotironina | 125; Liotironina | 131; Acetato de Merisoprol Hg 197; Acetato
de Merisoprol - Hg 203; Merisoprol Hg 197; Selenometionina Se 75; Coloide de Trisulfuro de Antimonio de Tecnecio
Tc 99m; Bicisato de Tecnecio Tc 99m; Disofenina de Tecnecio Tc 99m; Etidronato de Tecnecio Tc 99m;
Exametazima de Tecnecio Tc 99m; Furifosmina de Tecnecio Tc 99m; Gluceptato de Tecnecio Tc 99m; Lidofenina de
Tecnecio Tc 99mm; Mebrofenina de Tecnecio Tc 99m; Medronato de Tecnecio Tc 99m; Medronato Disddico de
Tecnecio Tc 99m; Mertiatida de Tecnecio Tc 99m; Oxidronato de Tecnecio Tc 99m; Pentetato de Tecnecio Tc 99m;
Pentetato Calcico Trisddico de Tecnecio Tc 99m; Sestamibi de Tecnecio Tc 99m; Siboroxima de Tecnecio 99m;
Succimero de Tecnecio Tc 99m; Coloide de Azufre de Tecnecio Tc 99m; Teboroxima de Tecnecio Tc 99m;
Tetrofosmina de Tecnecio Tc 99m; Tiatida de Tecnecio Tc 99m; Tiroxina | 125; Tiroxina | 131; Tolpovidona | 131;
Trioleina | 125; Trioleina | 131.
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En algunas realizaciones, se administra una inmunocitocina en combinaciéon con un protocolo de quimioterapia
tradicional, por ejemplo, uno que activa el sistema inmunitario y que no es en si mismo inmunosupresor (p. €j., uno o
mas taxanos, doxorrubicina, etc., o cualquier combinacién de estos), o que reduce la inmunosupresién inducida por
el tumor debido a linfocitos T reguladores (p. €j., ciclofosfamida) células supresoras mieloides (p. ej., gemcitabina).

Para su uso en tratamiento, las formulaciones descritas en la presente memoria se pueden administrar en
disoluciones  farmacéuticamente  aceptables, que pueden contener habitualmente concentraciones
farmacéuticamente aceptables de sal, agentes tampdn, conservantes, portadores compatibles, adyuvantes y
opcionalmente otros ingredientes terapéuticos.

Los agentes tampdn adecuados incluyen: acido acético y una sal (1-2 % p/v); acido citrico y una sal (1-3 % p/v);
acido bdrico y una sal (0,5-2,5 % p/v); y acido fosférico y una sal (0,8-2 % p/v). Los conservantes adecuados
incluyen cloruro de benzalconio (0,003-0,03 % p/v); clorobutanol (0,3-0,9 % p/v); parabenos (0,01-0,25 % p/v) y
timerosal (0,004-0,02 % p/v).

Para su uso en el tratamiento, se puede administrar una cantidad eficaz de la inmunocitocina a un sujeto mediante
cualquier modo que suministra la inmunocitocina al tejido diana deseado. La administracion de la composicién
farmacéutica descrita en la presente memoria se puede lograr mediante cualquier medio conocido para el experto en
la técnica. Las vias de administracién incluyen, pero no se limitan a, intravenosa y subcuténea.

Los compuestos, cuando se desea suministrarlos sistémicamente, se pueden formular para administracion
parenteral mediante inyeccion, p. ej., mediante inyeccién de bolo o infusion continua. Las formulaciones para
inyeccion se pueden presentar en forma de dosificacién unitaria, p. €., en ampollas o contenedores multidosis, con
un conservante agregado. Las composiciones pueden tener formas tales como suspensiones, disoluciones o
emulsiones en vehiculos oleosos o0 acuosos, y pueden contener agentes formuladores tales como agentes para
suspender, estabilizar y/o dispersar.

Las formulaciones farmacéuticas para administracién parenteral incluyen disoluciones acuosas de compuestos
activos en forma soluble en agua. Ademads, se pueden preparar suspensiones de los compuestos activos como
suspensiones para inyeccion oleosas adecuadas. Los disolventes o vehiculos lipdfilos adecuados incluyen aceites
grasos tales como aceite de sésamo o ésteres de acido graso sintéticos, tales como oleato de etilo o triglicéridos, o
liposomas. Las suspensiones para inyeccion acuosas pueden contener sustancias que aumentan la viscosidad de la
suspension, tales como carboximetilcelulosa sddica, sorbitol o dextrano. Opcionalmente, la suspension puede
contener también estabilizadores o agentes adecuados que aumentan la solubilidad de los compuestos para
posibilitar la preparacién de disoluciones altamente concentradas.

Para administracién subcutanea, se pueden elegir agentes que no provocan irritacion cutanea local. En algunas
realizaciones, los agentes son generalmente isotonicos y no contienen niveles altos de detergentes fuertes.

Alternativamente, los compuestos activos pueden estar en forma de polvo para constitucién con un vehiculo
adecuado, p. €j., agua estéril sin pirdbgenos, antes del uso.

La presente invencién se ilustra adicionalmente mediante los siguientes Ejemplos y Ejemplos de referencia.
Ejemplos y ejemplos de referencia

Ejemplo 1: Inmunocitocinas genéticamente manipuladas que tienen una citocina fusionada al extremo C de una
cadena ligera de anticuerpo.

En algunas realizaciones, se genomanipula un anticuerpo contra una diana terapéutica para incluir una citocina
fusionada al extremo C de la cadena ligera de anticuerpo.

Por ejemplo, se genomanipula un anticuerpo contra GD2 para incluir IL2 fusionada al extremo C de la cadena ligera.
El GD2 es un disialoganglidsido expresado en tumores de origen neuroectodérmico, incluidos neuroblastoma y
melanoma humanos, con expresion altamente restringida en tejidos normales, principalmente al cerebelo y nervios
periféricos en humanos. La expresion relativamente especifica para tumores de GD2 lo convierte en una diana
atractiva para inmunoterapia, por ejemplo, con anticuerpos monoclonales. Los melanomas, sarcomas y
neuroblastomas expresan de manera abundante GD2 en la superficie celular donde es susceptible al ataque
inmunitario mediante anticuerpos. La sobreexpresién de GD2 en estos tumores es llamativa, al igual que la
frecuencia de respuestas clinicas después del tratamiento del neuroblastoma con anticuerpos monoclonales con
GD2. De manera similar a otros tipos de cancer, las estrategias convencionales para el tratamiento de diversos
canceres positivos para GD2 incluyen cirugia, radioterapia y quimioterapia.

Se han desarrollado anticuerpos, incluidos anticuerpos monoclonales, para su uso en el tratamiento de canceres
positivos para GD2. Mujoo y colegas informaron sobre un anticuerpo anti-GD2 humano monoclonal murino,
designado 14.18, en 1987. Mujoo K et al. (1987) Cancer Res 47:1098-104. Con la aparicion de la genomanipulacién
de anticuerpos, posteriormente se desarrollaron formas quiméricas y humanizadas de 14.18. Gillies S et al. (1989) J
Immunol Methods 125:191-202; Mueller BM et al. (1990) J Immunol 144:1382-6. Se hallé que un anticuerpo
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quimérico de ratén-humano, ch14.18, tenian potentes actividades efectoras de citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo (ADCC) y citotoxicidad dependiente de complemento (CDC), asi como la capacidad de dirigirse a
xenoinjertos de células de melanoma positivas para GD2 en ratones. Mueller et al. (supra).

Se manipula genéticamente una proteina de fusion de anticuerpo anti-GD2-IL2 (inmunocitocina) que tiene IL2
fusionada a la cadena ligera. La inmunocitocina contiene las regiones V de 14.18 de ratdn, regiones constantes (C)
de cadena pesada y ligera de inmunoglobulina humana y una secuencia de IL2 humana fusionada al extremo C de
la regién constante de cadena ligera. La secuencia de IL2 humana se inserta en un vector que contiene las
secuencias codificantes de variable pesada (Vu) y variable ligera (VL) de 14.18 ratén, asi como las secuencias
codificantes de constantes de cadena pesada y ligera. La secuencia codificante de IL2 se fusiona dentro del marco
después y adyacente al codon que codifica el aminoacido del extremo C de la region constante de cadena ligera. En
algunas realizaciones, se usa la longitud completa de la secuencia codificante de IL2. En algunas realizaciones, se
genomanipula una eliminacion, adicién o sustitucién de uno o varios aminoacidos del extremo N de IL2 y se fusiona
dentro del marco al aminoacido del extremo C de la cadena ligera.

Por ejemplo, la inmunocitocina se puede producir a partir de un vector que codifica las cadenas pesada y ligera (p.
ej., fusiones de cadena ligera) en la misma molécula de acido nucleico. En algunas realizaciones, se incluyen
secuencias de empalme junto con intrones entre la secuencia lider usada para cada unidad de transcripcion (p. €j.,
entre las regiones V y C, y entre los dominios de las regiones constantes de cadena pesada. En algunas
realizaciones, una o mas de las secuencias codificantes son secuencias de ADNc (p. €j., para IL2 u otra citocina). Se
debe apreciar que se puede usar cualquier promotor adecuado (p. €j., CMV u otro promotor).

Después de que se ensamblan todas las secuencias de ADN mediante el uso del programa DNASTAR Lasergene 8,
se verifican todas las secuencias codificantes para garantizar que no hay errores en la codificacion de secuencias
proteicas correctas durante la fusién de las secuencias de entrada. Las secuencias finales se envian a una
organizacion de suministro por contrato con experiencia en sintesis génica y ensamblaje (p. €., Blue Sky Biotech,
Worcester, MA). Después del ensamblaje, se verifica y corrige la secuencia del plasmido entero, si es necesario.

Se pueden someter a prueba multiples versiones de secuencias codificantes con variaciones en la interseccion entre
region C de cadena L, u otra modificacion en la propia citocina, para determinar la expresién y ensamblaje dptimos
en inmunocitocinas. Los ejemplos incluyen las siguientes proteinas de fusién de IL2 cadena ligera donde las
variaciones en la secuencia estan subrayadas:

SEQ ID NO: 1
EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRSSQSLVHRNGNTYLHWYLQKPGQSPKLLIHKVS
NRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDIGVYFCSQSTHVPPLTFGAGTKLELKRT
VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQ
DSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECaptssstkktqlqle
hllldlgmilnginnyknpkltrmltfkfympkkatelkhlqcleeelkpleevinlagsknfhlrprdlisninvivlelkgsettfm
ceyadetativeflnrwitfsqsiistlt

SEQ ID NO: 2
EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRSSQSLVHRNGNTYLHWYLQKPGQSPKLLIHKVS
NRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDIGVYFCSQSTHVPPLTFGAGTKLELKRT
VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQ
DSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC Captssstkktqlqle
hllldlgmilnginnyknpkltrmltfkfympkkatelkhlqcleeelkpleevinlaqsknfhlrprdlisninvivlelkgsettfm

ceyadetativeflnrwitfsqsiistlt
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SEQ ID NO: 3
EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRSSQSLVHRNGNTYLHWYLQKPGQSPKLLIHKVS
NRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDIGVYFCSQSTHVPPLTFGAGTKLELKRT
VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQ
DSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECQRVDaptssstk
ktqlglehllldlgmilnginnyknpkltrmltfkfympkkatelkhlqcleeelkpleevinlagsknfhlrprdlisninvivlelkg

settfmceyadetativeflnrwitfcqsiistlt

SEQ ID NO: 4
EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRSSQSLVHRNGNTYLHWYLQKPGQSPKLLIHKVS
NRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDIGVYFCSQSTHVPPLTFGAGTKLELKRT
VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQ
DSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECQRVDaptssstk
ktqlglehllldlgmilnginnyknpkltrmltfkfympkkatelkhlqcleeelkpleevinlagsknthlrprdlisninvivlelkg
settfmceyadetativeflnrwitfsqsiistlt

Las inmunocitocinas resultantes, un dimero de cadena HL de anticuerpo entero que contiene dos moléculas de IL2
por anticuerpo, se producen in vitro a partir de células transfectadas con construcciones de expresion que codifican
la proteina de fusion de cadena pesada y cadena ligera de inmunocitocina.

Ejemplo 2: Produccion de inmunocitocinas genéticamente manipuladas que tienen una citocina fusionada al extremo
C de una cadena ligera de anticuerpo.

Se usa ADN de vector de expresién para la expresiéon transitoria de la proteina en células 293 F humanas
(InVitrogen) mediante el uso de protocolos estandares.

Antes de generar lineas celulares estables para produccion a largo plazo de la inmunocitocina anti-GD2, se somete
a prueba la capacidad del vector para expresar la proteina deseada mediante el uso de expresion transitoria y
andlisis de cantidades pequenas de la proteina secretada a partir de células transfectadas. Esto se logra al producir
cantidades en miligramos del ADN plasmidico a partir del hospedante bacteriano y purificar el ADN mediante el uso
de cromatografia de alta resolucion. ElI ADN libre de endotoxina se usa para transfectar células 293F en cultivo de
suspension y después de varios dias de cultivo, los medios de cultivo acondicionados se cosechan. Se incuba una
pequeria cantidad con perlas de proteina A Sepharose al mezclar suavemente y después la proteina capturada se
eluye en tampon de electroforesis en gel. La mitad de la muestra se trata, ademds, con agente reductor (B-
mercaptoetanol), mientras la otra mitad no. Ambas muestras se calientan y analizan mediante SDS-electroforesis en
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE, por sus siglas en inglés) junto con una proteina testigo de inmunoglobulina.
Mediante el uso de expresion transitoria de células que no producen Ig y eluciéon con tampdn de gel, se puede
someter a prueba la eficacia del proceso de ensamblaje de la proteina de fusién de L-IL2. Esto se debe a que las
células 293 son capaces de secretar moléculas completamente ensambladas, asi como dimeros de cadena H que
no han formado una unién disulfuro con una cadena L, pero que también se unen y eluyen a partir de la proteina A.
Una inmunocitocina basada en IL2 ensamblada correctamente migra como una banda simple de alto peso molecular
en el gel (~200 Kd) cuando no se reduce, pero se disocia en dos bandas después de la reduccion quimica. Un
dimero de cadena H migr6 a aproximadamente 100 kD.

De las cuatro secuencias evaluadas inicialmente, dos no tienen secuencia enlazadora entre la Cys del extremo C de
la cadena L y las otras dos tienen un espaciador de 4 aminoacidos derivado del extremo C de kappa C de perro. A
diferencia de kappa C humana, la cadena ligera de perro tiene estos residuos adicionales agregados después del
residuo Cys. Dado que se sabe que estos residuos no interfieren en el ensamblaje de las cadenas H/L, se penso,
segun aspectos descritos en la presente memoria, que podrian promover el mismo proceso cuando se incluyen en
una proteina de fusion a través de cadena L. Otra consideracion inicial fue el hecho de que la IL2 humana natural
tiene una Cys no apareada en la posicion 125 y que esta puede interferir o competir por la formacion de la unién
disulfuro con la Cys ubicada en la interseccién de la cadena L y IL2. Para evaluarlo, se construy6 una construccién
de cada tipo de enlazador con la Cys natural o un residuo Ser en la posicion 125. Esta mutacion de Cys a Ser se
conoce en la técnica y se incluye en la IL2 disponible comercialmente, Proleukin.

Después de la expresion transitoria de células 293F y el andlisis de muestras pequefias mediante captura en
proteina A y elucion en SDS que contenia el tampdn de gel, las construcciones mas expresadas y ensambladas
incluyeron aquellas que tienen las secuencias que se muestran en la SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 4. Estas
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representan una version sin enlazador y Cys125 natural (SEQ ID NO: 1) y una versién con el enlazador y Ser125
modificada (SEQ ID NO: 4). Para las otras construcciones, se produjeron cantidades mucho mas bajas y una
proporcion reducida se ensamblé en inmunocitocinas intactas.

Los cultivos de células transitorios se amplian y se purifican cantidades moderadas de la inmunocitocina para
andlisis adicionales. Se purifican cantidades en multimiligramos de la inmunocitocina a partir de sobrenadantes de
cultivo celular y se capturan mediante el uso de métodos estandares de proteina A Sepharose y cromatografia de
intercambio i6nico. Este material se usa para establecer un estandar de referencia para ensayos bioquimicos y para
la caracterizacién adicional de propiedades bioquimicas y biofisicas. Las proteinas éptimas estan intactas, son
completamente solubles a concentracién alta (p. ej., mayor que 1 mg/ml) y conservan toda la actividad biolégica
después de la unién a la proteina A, elucion a pH bajo y posterior neutralizacion con base. El material se usa para
establecer métodos de ensayo de inmunoadsorcion enzimatica (ELISA, por sus siglas en inglés) necesarios para los
ensayos de identidad y potencia, asi como para la medicién de la inmunocitocina en muestras biol6gicas tales como
sangre, plasma o suero.

En funcién de la cantidad estimada de inmunocitocina producida por expresién transitoria en células 293 F, se
pueden purificar cantidades suficientes de proteina purificada, necesarias para la caracterizacion y desarrollo de
ensayos, a partir de entre 100 ml y 1L de cultivo mediante el uso de matraces de cultivo celular estandares o bolsas
flexibles descartables. Se preparan al menos 1-2 mg de proteina purificada para caracterizacion adicional y
desarrollo de ensayos.

Las dos construcciones con el nivel mas alto de expresion se ampliaron hasta cultivos de 100 ml y todos los
sobrenadantes de cultivo se capturaron en proteina A y se eluyeron con pH bajo. Cuando estas inmunocitocinas se
caracterizaron mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras y no reductoras, solo la construccion que contenia la
SEQ ID NO: 1 se dividié en las dos cadenas que representaban las cadenas de fusion de H y L-IL2, mientras que la
construccion que contenia la SEQ ID NO: 4 no se disoci6 lo que indicé que se habia desnaturalizado durante la
etapa de elucion en pH bajo a partir de la columna de proteina A.

Ademas, se puede llevar a cabo la generacién de una linea celular estable. La generacion de una linea celular
estable en células de mieloma de ratén NS/0 (u otra linea celular adecuada, por ejemplo, células CHO, etc.) se
establece mediante el uso de metotrexato como marcador de seleccion. Se lleva a cabo mediante el uso de corte
por enzima de restriccion de ADN plasmidico linealizado dentro del gen de resistencia a la ampicilina (amp®)
bacteriano. Se introduce el ADN en las células de mieloma (u otras células adecuadas) mediante el uso de métodos
de electroporacion establecidos y las células se cultivan en medio de seccion que contiene 0,1 uM de metotrexato.
Los clones de mieloma resistentes al farmaco se someten a prueba para determinar la secrecion de inmunocitocina
usando antisuero adecuados. Los clones con expresion se someten a prueba para determinar la productividad,
estabilidad y tasa de crecimiento. Se usa subclonacion para seleccionar las propiedades de linea celular éptimas.

La proteina expresada, preferiblemente secretada a partir de células cultivadas en medios libres de suero, se purifica
mediante el uso de protocolos establecidos para producir proteinas aptas para uso clinico. Se toma un gran cuidado
para evitar la contaminacion por endotoxina. Las etapas pueden incluir una etapa de concentracion (p. ej., filtracién
por flujo tangencial) con posterior unién y eluciéon a partir de proteina A Sepharose. Después de la eluciéon con pH
acido y la neutralizacion, se puede usar cromatografia de intercambio i6nico como etapa de refinacion.

La proteina purificada se analiza mediante SDS-PAGE y la posible aglomeracion se examina mediante
cromatografia de exclusion por tamano (SEC, por sus siglas en inglés). Los problemas de estabilidad de la
inmunocitocina asociados a la aglomeracion se monitorizan de cerca. Se aplican formulaciones de corriente, incluida
liofilizacion, que minimizan los problemas de estabilidad, segun sea necesario.

Los medios acondicionados de los cultivos (p. €j., cultivos de expresion transitorio o estable) pueden servir como
fuente de material de inmunocitocina para analisis bioquimicos para garantizar que se secretan proteinas con el
tamafio correcto y que la proteina de fusion de cadena H y cadena L-IL2 se ensambla en una estructura
heterodimérica. La inmunocitocina se captura en perlas de proteina A Sepharose y posteriormente se analiza
mediante SDS-electroforesis en gel de poliacrilamida. Se pueden usar muestras de medios para someter a prueba la
actividad de unién a antigeno, asi como la bioactividad de IL2, mediante el uso de una linea celular de ratén
estandar, CTLL-2, en un ensayo de proliferacion.

Las propiedades farmacocinéticas se pueden determinar en ratones. La inmunocitocina purificada se usa para medir
la cinética de concentracién con respecto al tiempo después de la dosificacion intravenosa en ratones. Se toman
muestras de sangre durante un periodo de 24 horas y se mide la concentracion de la inmunocitocina mediante
ELISA al medir tanto la porcion de anticuerpo como la de enzima-IL2 de la molécula. En algunas realizaciones, la
inmunocitocina se captura mediante el uso de antisueros anti-lgG humana y en la etapa de deteccidén se usa un
anticuerpo anti-IL2 humana biotinilado. Esto define la cantidad de inmunocitocina intacta presente en las muestras.

Ejemplo 3: Estructura de una inmunocitocina que tiene una citocina fusionada a la regién constante de cadena
ligera:
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La Figura 5 muestra que una proteina de fusién que tiene una secuencia que se muestra en la SEQ ID NO: 1 se une
a un anticuerpo antiidiotipico (1A7) especifico para el sitio de union a antigeno de 14.18 y se detecta en estado
unido por un anticuerpo anti-IL2. Este ELISA muestra que IL2 se pliega y expone adecuadamente. Las
construcciones evaluadas son hu14.18-IL2 (14.18 humanizado con IL2 fusionada a la cadena pesada); ch14.18-IL2-
H (IL2 fusionada a la cadena H, pero con una modificacién de enlazador que aumenta la semivida en comparacion
con hu14.18-IL2); y ch14.18-IL2-L que contiene la proteina de fusién de la SEQ ID NO: 1 (IL2 fusionada la cadena
ligera segun se describe en la presente memoria). La unién al anticuerpo 1A7 imita la unién a GD2 y es un ensayo
mas facil de llevar a cabo con regularidad. También indica que las regiones V estan en su estado plegado adecuado
para la unién a GD2. Sin embargo, también se evalla la union a GD2 natural mediante el uso de células tumorales
mediante citometria de flujo y cuando se evaltan las funciones efectoras (ADCC y CDC).

La union al antigeno (p. ej., GD2 u otro antigeno) se puede usar para evaluar la estructura y funcién de la porcion de
unién a antigeno de la inmunocitocina. En algunas realizaciones, la unién a GD2 se lleva a cabo mediante el uso de
placas de 96 pocillos recubiertas con GD2 (Calbiochem) y bloqueadas con seroalbimina bovina (BSA, por sus siglas
en inglés) al 5 % y suero de cabra al 5 %. El anticuerpo o sobrenadantes de cultivo que contienen el anticuerpo de
prueba se diluyen en PBS que contiene BSA al 1 % y suero de cabra al 1 % y se incuban en pocillos durante 1 hora
a temperatura ambiente. Las proteinas no unidas se lavan tres veces con tampo6n de diluciéon y la inmunocitocina
unida se detecta con antisueros secundarios conjugados con peroxidasa de rabano picante (HRP, por sus siglas en
inglés) contra la region IgG y/o IL2 de la proteina. La HRP unida se cuantifica mediante protocolos estandares.

Un método alternativo para evaluar la unién a GD2 es incubar la proteina de prueba con una célula cancerosa que
expresa GD2 (p. ej., melanoma) y detectar su union mediante el uso de un anticuerpo etiquetado secundario dirigido
contra la porcion de inmunoglobulina o citocina.

Se pueden usar ensayos similares para evaluar la unién de otros antigenos.

Ejemplo 4: Actividad de ADCC de una inmunocitocina que tiene una citocina fusionada a la regién constante de
cadena ligera:

La Figura 6 muestra que la actividad de ADCC de una proteina de fusién a través de cadena ligera es igual a la de
una proteina de fusién a través de cadena pesada. Las construcciones evaluadas son una fusion a través de H con
un 14.18-I1L2 quimérico (ch14.18-IL2-H) y una fusion a través de L con un 14.18-IL2 quimérico (ch14.18- IL2-L). El
sistema de prueba es células diana de melanoma humano M21 que expresan GD2 y que estan etiquetadas con 5'Cr
y PBMC (siglas en inglés para "células mononucleares de sangre periférica") humanas como efectores. Dichas
preparaciones celulares contienen aproximadamente 5-10 % de linfocitos citoliticos naturales, los mediadores
primarios de la actividad de ADCC in vitro.

La capacidad de la inmunocitocina para mediar la funciéon efectora de ADCC (citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo) se evalu6 mediante el uso de células mononucleares de sangre periférica en diferentes relaciones entre
efector y diana y una linea celular de melanoma que expresa GD2 humano. Las células diana se incubaron con 5'Cr
y después se lavaron para retirar el isétopo libre. Los linfocitos de sangre periférica aislados a partir de un voluntario
humano sano se incubaron con células diana etiquetadas durante 4 horas en ausencia o presencia de cantidades
crecientes de la inmunocitocina y se tomé la cantidad de cromo liberado como una medida de la lisis especifica.

Ejemplo 5: Actividad de CDC de una inmunocitocina que tiene una citocina fusionada a la regién constante de
cadena ligera:

La Figura 7 muestra que la actividad de CDC de una proteina de fusion a través de cadena ligera es mucho mas alta
que la del anticuerpo natural (sin fusiéon con una citocina) y las inmunocitocinas en las que IL2 esta fusionada a las
cadenas H (fusién a través de H con un 14.18 humanizado y fusién a través de H con un 14.18 quimérico). Esta
diferencia notable entre las construcciones de fusién a través de la cadena H y L es altamente significativa debido a
la limitacion general de los niveles de dosis de inmunocitocinas de IL2 (debido a la toxicidad de IL2), de manera que
los niveles suficientes para desencadenar este mecanismo efector in vivo pueden ser bastante limitados o requerir
dosis asociadas a efectos secundarios indeseados.

Ejemplo 6: Actividad de citocina de una inmunocitocina que tiene una citocina fusionada a la region constante de
cadena ligera:

Las siguientes moléculas se evaluaron para determinar su actividad de IL2: IL2 recombinante, originalmente de
Chiron (ahora comercializada por Prometheus Therapeutics and Diagnostics), IL2 recombinante de Hoffman-La
Roche, fusion a través de cadena pesada con ch14.18-IL2-H (fusién a través de H con un 14.18 quimérico) y fusion
a través de cadena ligera con ch14.18-IL2-L (fusién a través de L) que contenia la SEQ ID NO: 1.

La bioactividad de IL2 se lleva a cabo en placas de 96 pocillos que contienen linfocitos T de raton CTLL-2 que se
han privado de IL2 durante 48 horas antes del ensayo. Estas células responden a IL2 a través de la union al receptor
de IL2 con alta afinidad. Las diluciones de las proteinas purificadas y los medios de cultivo que contienen
inmunocitocinas se colocan en placas y después se mezclan con células CTLL-2 en medio de cultivo y se incuban
durante dos dias a 37 °C. Se agrega medio adicional que contiene 3H-timidina y se continda con la incubacion
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durante 16 horas adicionales. La incorporacion de H se mide mediante el uso de protocolos estandares. La medida
en que la IL2 fusionada induce la proliferacion a través del receptor de IL2 de ratén se evalla en funcion de la
cantidad de incorporacion de 3H.

Los resultados se muestran en la Figura 8. La IL2 fusionada al extremo C de la region constante de cadena ligera es
al menos tan activa como la IL2 recombinante (no fusionada a una citocina) y la IL2 fusionada a la cadena pesada
en ch14.18-IL2-H en el ensayo de bioactividad de IL2. Esto muestra que la fusion al extremo C de la regién
constante de cadena ligera no tiene ningun efecto significativo sobre la funcién de IL2 y su interaccion con el
receptor de IL2 con alta afinidad. Se esperan resultados similares con otras citocinas, incluidas, por ejemplo,
citocinas similares que tienen aproximadamente la misma distancia entre la interseccion con el extremo C de la
cadena ligera y el primer punto de contacto con el receptor fundamental.

Se debe apreciar que también se pueden desarrollar citocinas mutantes con actividad potenciada, reducida o
especifica para receptor y evaluarse mediante el uso de métodos conocidos en la técnica y descritos en la presente
memoria.

Se pueden evaluar las propiedades funcionales de citocinas mediante el uso de cualquier ensayo adecuado. Por
ejemplo, se puede usar un ensayo de proliferacion de linfocitos T. Se aislan células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) a partir de aproximadamente 100 mL de sangre humana normal (Irwin Memorial Blood Bank, San
Francisco, Calif.) diluida 1:2 en disolucion salina tamponada con fosfato de Dulbecco fria (libre de Ca?*y Mg?*;
DPBS, por sus siglas en inglés). Se coloca Ficoll-Paque (Pharmacia) como base y la muestra se centrifuga para
aislar las PBMC con lavados extensivos posteriores en DPBS fria. Se generan blastos PHA (linfocitos T activados) al
resuspender células en RPMI 1640 que contiene suero fetal bovino al 10 % (Hyclone), al cual se agregan cada uno
de los siguientes al 1 % (p/v): L-glutamina; aminodcidos no esenciales; piruvato de sodio; y antibiético-antimicotico
(medios RPMI) a una densidad de 10¢ células/ml. Se agrega fitohemaglutanina (PHA-P; Sigma) a una concentracion
final de 10 pg/mL y las células se incuban a 37 C., CO? al 5 % durante 3 dias. Las células se cosechan y lavan dos
veces en DPBS, se resuspenden en medios RPMI y se colocan en placas de fondo plano de 96 pocillos a una
densidad de 10° células/pocillo en 200 ul con concentraciones variables de IL2 o inmunocitocina variante en medios
RPMI. Las placas se incuban durante 48 horas a 37 C., se someten a impulsos con 1 uCi®H-timidina (DuPont
NEN.RTM., Boston, Mass.)/pocillo durante 6 horas, se cosechan y se midié la radioactividad después de cosechar
las células en filtros de fibra de vidrio.

En algunas realizaciones, se puede usar un ensayo de proliferacion de linfocitos citoliticos naturales. Se aislan
células mononucleares de sangre periférica (PBMC) a partir de aproximadamente 100 mL de sangre humana normal
(Irwin Memorial Blood Bank, San Francisco, Calif.) diluida 1:2 en disolucion salina tamponada con fosfato de
Dulbecco fria (libre de Ca?* y Mg?*; DPBS, por sus siglas en inglés). Se coloca Ficoll-Pague (Pharmacia) como base
y la muestra se centrifuga para aislar las PBMC con lavados extensivos posteriores en DPBS fria. Los linfocitos
citoliticos naturales se separan de otras células. Se puede usar el kit de aislamiento de linfocitos citoliticos naturales
de Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Alemania; nim. de cat. 465-01) con este fin. El kit consiste en dos reactivos,
columnas de separacién y un soporte de columna magnético muy potente. El primer reactivo es un céctel de
anticuerpos CD3, CD4, CD19, CD33 monoclonales conjugados con hapteno de isotipo de IgG1 de raton. Esto es
para consumir las PMBC de linfocitos T, linfocitos B y células mieloides. Se contempla que se puede usar cualquier
conjunto adecuado de anticuerpos que reconocen estos tipos de células. El segundo reactivo consiste en
microperlas MAC coloidales superparamagnéticas conjugadas con un anticuerpo anti-hapteno. Las células se
resuspenden en PBS con seroalbdmina bovina al 0,5 % y 2 mM de EDTA (PBS/EDTA). El volumen de la suspension
depende de la cantidad de células usada y Miltenyi Biotec lo proporciona en un cuadro. Tipicamente, con una
cantidad de células de 2 a 5 108 PBMC, las células se resuspenden en 800 pL de tampdn y después se usan 200 pL
de cada reactivo. Después de la incubacion con los reactivos, se agregan las células a la columna (resuspendidas
en 2 ml de tampdn). Las células que no son linfocitos citoliticos naturales se adhieren al iman (se consumen) y los
linfocitos citoliticos naturales se aislan y recogen en el flujo de paso. Las células se lavan, se resuspenden en
medios RPMI (que contienen: RPMI 1640, al cual se agregan cada uno de los siguientes al 1 %: L-glutamina;
aminodcidos no esenciales, piruvato de sodio; antibiético-antimicético (todos de Gibco/BRL, Gaithersburg, Md.);
suero fetal bovino al 10 % (Hyclone)), y se colocan en placas de fondo plano de 96 pocillos a una densidad de
105 células/pocillo en 200 pl. Las células se cosechan y lavan dos veces en DPBS, se resuspenden en medios RPMI
y se colocan en placas de fondo plano de 96 pocillos a una densidad de 10° células/pocillo en 200 pl con
concentraciones variables de IL2 o inmunocitocina variante en medios RPMI. Las placas se incubaron durante 48
horas a 37 C., se sometieron a impulsos con 1 uCi 3H-timidina (DuPont NEN.RTM., Boston, Mass.)/pocillo durante 6
horas, se cosecharon y se mide la radioactividad después de cosechar las células en filtros de fibra de vidrio.

Ejemplo 7: PK de una inmunocitocina que tiene una citocina fusionada a la regién constante de cadena ligera:

La Figura 9 muestra que una fusién a través de L a IL2 con un 14.18 quimérico tiene un perfil farmacocinético mas
favorable que una fusién a través de H a IL2 optimizada con un 14.18 quimérico. Esta versidn tiene una modificacion
de enlazador que aumenta la semivida de inmunocitocinas en las que IL2 esta fusionada a la cadena H.

En algunas realizaciones, la farmacocinética de proteinas de fusion de IL2 se puede someter a ensayo en ratones
como se indica a continuacion. Por ejemplo, se usan tres ratones de 6 a 8 semanas. Se inyectan 25 ug de las
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proteinas de fusion, diluidos hasta 125 pg/ml en PBS, en la vena de la cola de los ratones y se obtienen muestras de
sangre de 50 pl mediante sangrado retroorbital inmediatamente después de la inyeccion (0 horas) y después de 0,5,
1, 2, 4, 8 y 24 horas de la inyeccion. Las muestras de sangre se recogen en tubos recubiertos con heparina para
evitar la coagulacion de la sangre y se miden los niveles de inmunocitocina en el sobrenadante plasmatico
postcelular en un ensayo ELISA. El procedimiento del ensayo ELISA usado para los estudios farmacocinéticos se ha
descrito anteriormente (WO01/58957). La captura de una inmunocitocina a partir de plasma se puede llevar a cabo
sobre recubrimiento con antigeno (p. €j., placas recubiertas con GD2 o EpCAM) y la deteccidon se puede llevar a
cabo con un anticuerpo conjugado con HRP dirigido contra IL2. En otras realizaciones, el reactivo de captura es
antisueros anti-lgG humana de cabra policlonales y la deteccion es un conjugado anti-IL2 humana de ratén
biotinilado que se cuantifica posteriormente mediante el uso de un conjugado de estreptavidina-HRP.

En algunas realizaciones, la farmacocinética de proteinas de fusion de IL2 se puede someter a ensayo en ratones
como se indica a continuacion. Se inyectan aproximadamente 10 ug de una molécula de inmunocitocina 14.18- IL2
en la vena de la cola de los ratones y se toman muestras inmediatamente después mediante sangrado retroorbital
para establecer el punto to. Se toman muestras adicionales después de 15, 30, 60 min, 2, 4, 8, 24 y 48 horas. Se
prepara suero a partir de muestras de sangre mediante protocolos estandares y se almacena en frio hasta el
ensayo. Se modifica un ELISA especifico para medir la inmunocitocina intacta a partir de un protocolo existente (Gan
J, et al., Specific enzyme-linked immunosorbent assays for quantitation of antibody-cytokine fusion proteins. Clin
Diagn Lab Immunol. 6(2):23642, 1999) y se basa en la captura en una placa de 96 pocillos recubierta con un
anticuerpo antiidiotipico (1A7) especifico para el anticuerpo 14.18 con la posterior deteccion de cualquier proteina
capturada con antisueros especificos anti-IL2.

Ejemplo 8: Biodisponibilidad subcutanea de una inmunocitocina que tiene una citocina fusionada a la region
constante de cadena ligera:

La Figura 10 muestra que la fusién a través de la cadena ligera (L) a ch14.18-IL2 tiene una biodisponibilidad
subcutdnea més alta que la fusién a través de la cadena pesada (H) a ch14.18-IL2. Esto puede deberse a la
captacién y degradacion intracelular reducida por medio de células que llevan FcR en el compartimiento linfatico. Se
sabe que las proteinas inyectadas subcutdneamente son recogidas por el sistema linfatico y después emergen
lentamente en el torrente circulatorio como una funcion de si son recogidas o no por células en dicho
compartimiento. Degradacién reducida por células que llevan FcR en el compartimiento linfatico y, por lo tanto,
liberacion aumentada y/o extendida en el torrente circulatorio.

Ejemplo de referencia 9: Inmunocitocinas que contienen otras citocinas que tienen estructuras similares:

Se pueden generar inmunocitocinas que contienen otras citocinas fusionadas a los extremo C de la cadena ligera.
Por ejemplo, se puede usar una proteina de fusion de IL-7, IL-15, IL-15-IL15Ra, IL-21, IFNa, GM-CSP vy otras
citocinas.

Estas inmunocitocinas se pueden generar y evaluar mediante el uso de métodos descritos en la presente memoria.
Por ejemplo, se pueden evaluar sus propiedades estructurales y funcionales mediante el uso de ensayos y testigos
descritos en la presente memoria. Ademas, los ensayos para evaluar la actividad de otras citocinas son conocidos
para el experto en la técnica y se pueden usar para evaluar la actividad de la citocina en una inmunocitocina que
tiene la citocina fusionada al extremo C de la regién constante de cadena ligera. En algunos casos, dependiendo de
la citocina especifica, puede ser necesario agregar un péptido enlazador o acortar la longitud de la interseccién para
un ensamblaje de la inmunocitocina y una bioactividad de la citocina éptimos y evaluar variantes de dichos
enlazadores mediante el uso de los métodos descritos en la presente memoria.

Ejemplo 10: Inmunocitocinas especificas diana que contienen citocinas blindadas que estan enmascaradas y se
exponen y activan después de la unién al antigeno diana:

La Figura 3 ilustra como se puede blindar o enmascarar una citocina (o residuos activos dentro de una citocina)
mediante la conformacién de una inmunocitocina en ausencia de uniéon a una célula diana que expresa antigeno
segun se describe en mas detalle en la presente memoria.

En algunas realizaciones, se pueden disefar fusiones de inmunocitocina a través de cadena ligera para enmascarar
o blindar (al menos parcialmente) la citocina y reducir, de este modo, su actividad, en ausencia de unién a una célula
que expresa un antigeno diana. A diferencia del extremo C de la cadena H de IgG, el extremo C de la cadena L esta
restringido por la unién disulfuro formada entre el residuo Cys del extremo y el Cys en la cadena H (p. €j., en
proteinas de fusidon de inmunocitocina a través de cadena ligera basadas en IgG1 e IgG3). Por consiguiente, cuando
un polipéptido tal como una citocina se fusiona a este extremo C y se ensambla en una inmunocitocina intacta, se
espera que la porcién del extremo N de la citocina esté restringida también. Esta propiedad se puede usar para
reducir la actividad biol6gica del polipéptido (p. €j., citocina) en la configuraciéon no unida de la proteina de fusién de
anticuerpo o para conferir especificidad para receptor.

En algunas realizaciones, se disefia una inmunocitocina para reducir la longitud y/o flexibilidad de la interseccion del
extremo C de la cadena ligera y el extremo N de la citocina. Por ejemplo, se pueden retirar uno o mas aminoacidos
del extremo N de la citocina.
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Se debe apreciar que, en algunas realizaciones, las eliminaciones se hacen en una regién del extremo N flexible, o
porcién de esta, que no se necesita para la funcion de la citocina. Por ejemplo, una IL2 u otra citocina puede tener 1-
10, 1-5, 4, 3 0 2 aminoé&cidos del extremo N eliminados. En algunas realizaciones, después de la unién a una célula
diana que expresa un antigeno de interés, el cambio de conformacion del anticuerpo expone un residuo de contacto,
p. €j., el Asp20 de IL2 y activa, de este modo, la porcién de citocina (p. €j., IL2) de la inmunocitocina.

Dos ejemplos de proteinas de fusion que se disefiaron para demostrar este efecto tienen las siguientes secuencias
de aminoécidos:

SEQ ID NO: 5

EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRSSQSLVHRNGNTYLHWYLQKPGQSPKLLI
HKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDIGVYFCSQSTHVPPLTFGAGTKLE
LKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQES
VTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECaptstqlql
ehllldlgmilnginnyknpkltrmltfkfympkkatelkhlqcleeelkpleevinlaqsknfhlrprdlisninvivlelkgsettf
mceyadetativeflnrwitfcqgsiistlt

SEQ ID NO: 6
EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRSSQSLVHRNGNTYLHWYLQKPGQSPKLLIHKVSN

RFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDIGVYFCSQSTHVPPLTFGAGTKLELKRTVAAPSVFI
FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECtqlqlehllldlgmilnginnyknpkltrmltfkfympkkat
elkhlqcleeelkplecvinlagsknfhlrprdli sninvivlelkgsettfmeeyadetativeflnrwitfegsiistlt

La SEQ ID NO: 5 tiene los residuos 5-9 de IL2 eliminados (pero mantiene la secuencia APTS altamente conservada
del extremo N preservada), mientras que la SEQ ID NO: 6 tiene los residuos 1-9 de IL2 eliminados y, por lo tanto,
acerca la primera hélice alfa a la unién disulfuro entre las cadenas H y L e involucra a la Cys del extremo C de la
cadena L.

Se pueden usar consideraciones de disefio similares para otras citocinas, por ejemplo, citocinas que tienen un
residuo Asp importante u otro aminoacido importante dentro de aproximadamente los 20-30 aminoacidos desde el
extremo N (p. €j., IL-7, IL-15, IL-21, IFNa).

Se debe apreciar que se pueden usar consideraciones de disefio similares para otras proteinas de fusién de
anticuerpo donde una proteina distinta de una citocina se fusiona al exiremo C de la cadena ligera. En algunas
realizaciones, las proteinas que tienen un residuo activo importante en el extremo N o cerca de este pueden tener su
actividad blindada mediante la fusion al extremo C de la cadena ligera. Sin embargo, se debe apreciar que,
dependiendo de la distancia relativa entre el residuo activo y la interseccion de fusién, puede ser necesario ajustar la
longitud de la proteina (p. ej., mediante la eliminacion de uno o varios aminodcidos del extremo N no esenciales o
mediante la adicion de uno o varios aminodacidos enlazadores, para obtener una relacién deseada de actividad entre
la fusion de anticuerpo unida a la célula diana y no unida.

Los ejemplos de relaciones de actividad entre la fusién de anticuerpo unida a la célula diana y no unida incluyen 1:2;
1:5; 1:10; 1:50; 1:100; 1:1000; y relaciones mas bajas, mas altas o intermedias.

Se pueden usar ensayos de union in vitro y/o celulares para evaluar la medida en que la union al antigeno diana (p.
€j., a antigenos en una célula diana) activa una citocina fusionada a la cadena ligera de una inmunocitocina.

En algunas realizaciones, se puede usar un anticuerpo antiidiotipico en disolucion para exponer y/o activar un
péptido de fusidbn enmascarado (p. ej., una citocina). Por ejemplo, se puede mezclar una inmunocitocina en
disolucién con un anticuerpo antiidiotipico y agregarla en diferentes diluciones a una preparacion de células que
responden para determinar el perfil de actividad de la inmunocitocina.

En algunas realizaciones, se puede acoplar un anticuerpo antiidiotipico a un soporte sélido tal como una perla o una
placa, bloquearlo y ponerlo en contacto con cantidades diferentes de inmunocitocina y exponerlo a una cantidad fija
de células que responden. Alternativamente, la inmunocitocina se puede unir a células tumorales que expresan
antigeno que posteriormente se irradian (para evitar la proliferacién) y se exponen a células que responden. Ver, por
ejemplo, Hank et al., Clin. Cancer Res., 1996, tomo 2, pags. 1951-1959. Se debe apreciar que la actividad de la
unién con respecto a la no union (p. €j., en funcién de un ensayo de no unién estandar) se puede calcular para
determinar si la union aumenta la actividad de la citocina fusionada.
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Ejemplo 11: Ensayos para identificar inmunocitocina que tienen especificidad de citocina alterada:

En algunas realizaciones, las inmunocitocinas descritas en la presente memoria pueden tener especificidad alterada
(p. €j., diferentes efectos relativos sobre la producciéon y/o activacion de linfocitos citoliticos naturales y/o la
produccion y/o activacion de linfocitos T citotéxicos) con respecto a citocinas no fusionadas. Los ensayos para
evaluar las especificidades de citocina se conocen en la técnica. Una linea celular util que expresa el receptor de IL2
con afinidad intermedia, pero no el de alta, se denomina TF-1B y depende de IL2 u otras citocinas exégenas para el
crecimiento y la supervivencia. La proliferacién de esta linea celular también se puede medir usando tintes no
radioactivos convenientes tales como Alamar Blue y Presto Blue, y otros. Las células TF-18 se mantuvieron en
medio RPMI que contenia suero de ternero fetal al 10 % y rlL2 (50 Ul/ml). El dia del ensayo, las células se
recogieron mediante centrifugacion y se resuspendieron en RPMI sin |IL2. Las proteinas de prueba se diluyeron en
RPMI sin IL2 y se colocaron en pocillos en serie de una placa de 96 pocillos por duplicado. La suspensién de células
TF-1B (100 ul a 10° células/ml) se agregd a todos los pocillos y la placa se incubé a 37 °C durante 48 horas, a
continuacion, se agregé Presto Blue (20 ul/pocillo - InVitrogen) a todos los pocillos. Después de una incubacién de 1
hora a 37 °C, se midié la fluorescencia generada por la reduccién mitocondrial mediante el uso de un lector de placa
fluorescente Tecan GENios Pro (535 nm de excitacion y 590 nm de emision). EI mismo exacto ensayo se lleva a
cabo usando la linea celular CTLL-2 de raton para determinar la actividad mediada a través del receptor de IL2 con
alta afinidad y una comparacion de los resultados define el grado de selectividad del receptor. Esta estrategia se us6
para evaluar la posible selectividad por receptor de inmunocitocinas de ch14.18-L-IL2 con varias secuencias
variantes y se comparé con la proteina de fusion a través de la cadena H (ch14.18-H-IL2). Se sabe que la dltima
molécula mencionada no tiene selectividad por receptor en comparacion con rlL2 libre.

Mediante el uso de estas dos lineas celulares como indicadores de la especificidad por receptor, se evaluaron varias
construcciones para determinar la bioactividad en el bioensayo no radioactivo y se usaron las concentraciones
necesarias para inducir la mitad de la proliferacion maxima para determinar la DE50. Estas moléculas se produjeron
mediante la transfeccion transitoria de células HEK 293 ya sea en suspension, o en placas de cultivo tisular, y todas
se purificaron mediante unién y elucién a partir de proteina A Sepharose. Algunas de estas moléculas también se
produjeron y purificaron a partir de células de mieloma NS/0 transfectadas de manera estable. Después de una
purificacién de una etapa a partir del medio de cultivo celular, las moléculas se analizaron mediante SDS-PAGE y se
hallé que estaban completamente ensambladas y estabilizadas con las uniones disulfuro adecuadas (Figura 11). Las
proteinas individuales exhibieron bioactividad idéntica ya sea si se produjeron en células NS/0 de raton o HEK293
humanas. Debido a la variabilidad de estos ensayos basados en células, se repitieron multiples veces.

Inmunocitocina DEsp de CTLL-2 (af.|DEso de TF-1B (af.|Actividad relativa Af.|Selectividad para el
alta) (ng/ml) int.) (ng/ml) alta/Af. inter. receptor de afinidad alta

H-1L2 0,9-2,0 7,0-9,0 1,0/1,0 1

L-IL2 SEQ ID

NO: 1 1,0-2,0 65-66 1,0/0,12 8,3

L-IL2 SEQ ID

NO: 3 15 10 1,000,8 1,25

L-IL2 SEQ ID

NO: 5 0,8-2,0 >500 1,0/0,01 >100

L-IL2 SEQ ID

NO: 6 0,7-2,0 >500 1,0/0,01 >100

L-IL2 SEQ ID

NO: 10 1,0-2,0 >500 1,0/0,01 >100

La Tabla 1 muestra la potencia de cada construccién para cada linea celular, y se muestra la potencia relativa en
funcién del tipo de receptor.

------------ Cys-X1g D2o Q126 SEQID NO: 1

------------ Cys-QRVD-X19-D2o Q126 SEQID NO: 3
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------------ Cys-X19-D2o W26 SEQID NO: 10
------------ Cys-x14-D2o Qi26 SEQID NO: 5
............ Cys-X10-D2o Qizs SEQID NO: 6

La Tabla 2 ilustra las secuencias de las construcciones que se usaron.

De manera sorprendente, la construccion que contenia la SEQ ID NO: 1 mostré6 que tenia una actividad
significativamente reducida mediante el uso de la linea celular TF-1B (receptor intermediado), mientras que mantuvo
la actividad normal en la linea CTLL-2 (como se demuestra en el ensayo de captacion de timidina radioactiva). Esta
especificidad aproximada de 8 veces fue altamente reproducible en varios ensayos individuales y sugiere que esta
molécula podria tener efectos secundarios significativamente reducidos en comparacién con una molécula similar
con actividad completa contra el receptor intermedio. En cambio, una construccién que contenia la SEQ ID NO: 3
(con un espaciador de 4 residuos entre la Cys del extremo C y el primer residuo de IL2) tuvo actividad completa
contra el receptor intermedio. Esto sugiere intensamente que la distancia entre la interseccion del residuo Cys vy el
residuo de contacto de cadena beta, D20, determina la actividad contra el receptor intermedio como una funcién de
su capacidad de acceso al receptor de IL2. Se debe apreciar que se pueden usar otras secuencias espaciadoras. La
dependencia de la distancia se demuestra adicionalmente mediante el uso de construcciones con distancias mas
cortas entre la Cys del extremo C y D20. Las construcciones que contenian la SEQ ID NO: 5y la SEQ ID NO: 6 (con
eliminaciones del residuo 5 y 9, respectivamente, y disefiadas originalmente para ser inactivas antes de la unién al
antigeno) no exhibieron actividad detectable mediante el uso de la linea celular TF-1B hasta las concentraciones
mas altas evaluadas. Se evalué también otra estrategia con respecto a obtener mayor especificidad para el receptor
de IL2 de afinidad alta con respecto al con intemedia. En este caso, se combiné una mutacién en un residuo
conocida por hacer contacto con la cadena gamma del receptor de IL2 (Q126W) con la construccion que contenia la
SEQ ID NO: 1 para crear la SEQ ID NO: 10. Esto combina dos reducciones relativamente modestas en el receptor
intermedio que se une a las dos cadenas de este complejo (beta y gamma), pero la consecuencia fue una reduccion
notable en la actividad. A pesar de este efecto notable del receptor intermedio, no hubo ninguna reduccién en la
actividad contra el receptor de afinidad alta con esta construccién ni ninguna de las otras construcciones indicadas
enla Tabla 1.

Ejemplo 12: Ensayos para identificar inmunocitocinas que tienen niveles intermedios de actividad de citocina:

Se pueden construir variantes de inmunocitocina al fusionar una cadena ligera de anticuerpo a variantes de citocina
que tienen diferentes longitudes de eliminaciones en el extremo N, segln se describié anteriormente. Las variantes
que se identifican con niveles intermedios de actividad de citocina (p. €j., entre actividad completa y ninguna
actividad) pueden tener actividad enmascarada debido a la conformacién de la inmunocitocina. En algunas
realizaciones, la actividad de citocina puede aumentar después de la union al antigeno, segun se ilustra en la Figura
3. Por consiguiente, las variantes de inmunocitocina que tienen niveles intermedios de actividad (p. ej., entre 1 % y
99 %, entre 10 % y 90 %, entre 20 % y 80 %, entre 30 % y 70 %, aproximadamente 50 %, de actividad completa, u
otro nivel de actividad reducida) pueden ser candidatas para evaluacion en ensayos descritos anteriormente para
determine si la actividad de la citocina aumenta después de la union al antigeno (p. €j., después de unirse a una
célula diana que expresa el antigeno diana).

En algunas realizaciones, se pueden identificar variantes de fusion con niveles intermedios de actividad de citocina
mediante el uso de uno o mas ensayos basados en células.

Por ejemplo, las variantes de eliminacién en el extremo N de IL2 fusionada a la cadena ligera de un anticuerpo y que
tienen mutaciones en residuos de contacto clave con el receptor de afinidad alta (p. ej., R38 y F42 se pueden
evaluar en ensayos de bioactividad de IL2. El grado de bioactividad de citocina general o actividad de receptor
especifica se puede modificar mediante el efecto combinatorio de estas interacciones de receptor individuales, una
basada en la distancia entre el residuo Cys del extremo C de cadena ligera y el punto de contacto D20 y la segunda
basada en el otro residuo de contacto. En la mayoria de los casos, las sustituciones de aminoacidos con solo un
efecto modesto por si solas podrian ser suficientes para tener efectos potentes en combinacién.

Ejemplo 13: Analisis de la actividad de IL2 y especificidad para receptor de inmunocitocinas con la citocina fusionada
al extremo C de la cadena ligera después de unirse a perlas recubiertas con antigeno.

Para estimular el microentorno de la célula diana en el cual una inmunocitocina se une a una superficie celular, se
acoplaron perlas magnéticas con un anticuerpo antiidiotipico, 1A7, que reconoce el idiotipo del anticuerpo anti-GD2
14.18 y, de este modo, imita al antigeno GD2. Se us6 un kit Dynabead Antibody Coupling Kit (Invitrogen Dynal AS,
Oslo, Noruega) para acoplar 100 ug de 1A7 con aproximadamente 10 mg de perlas secas segun las instrucciones
del fabricante. La preparacion final contenia 1 mg de perlas acopladas por ml de suspension con la cantidad
esperada de 50 ng de anticuerpo por microlitro de suspension de perlas. Las mezclas de inmunocitocina contenian
200 ng de cada proteina, 8 microlitros de perlas (400 ng de anticuerpo antiidiotipico en un volumen final de 200
microlitros que contenian medio RPMI con suero fetal bovino al 10 %, pero nada de IL2 (medio de crecimiento). Las
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mezclas se incubaron en diferentes condiciones, pero todas proporcionaron resultados similares. Estas incluyen
temperatura ambiente durante 2 horas en tubos Eppendorf estériles en una rueda rotativa; 1 hora a 37 °C en pocillos
de una placa de 96 pocillos; y 1 hora a 37 grados en un criovial plastico de fondo unido con mezcla ocasional.
Después de la incubacion, las perlas se recuperaron con un iman y se lavaron en 0,5 ml de medio de crecimiento y
se resuspendieron en el mismo. Se us6 una inmunocitocina testigo con actividad de IL2 completa contra ambos tipos
de receptores, pero sin capacidad para unirse al anticuerpo antiidiotipico 1A7, para demostrar que la bioactividad es
dependiente de la unién al antigeno. Los complejos de perla-inmunocitocina se mezclaron suavemente y cada uno
se agregd por duplicado a pocillos de una placa de 96 pocillos, a continuacién, se hicieron diluciones dobles al
transferir volimenes de 100 microlitros por una serie de pocillos que contenian 100 microlitros de medio de
crecimiento. Se agregd una suspension de células que responden que contenia 10° células/ml a todos los pocillos
(100 microlitros/pocillo) y las placas se incubaron durante 2-3 dias a 37 °C. El crecimiento celular se midié mediante
el uso del reactivo Presto Blue Cell Viability Reagent (Invitrogen), segun se describié anteriormente. Este método se
us6 para comparar la actividad de inmunocitocinas unidas construidas como una fusion a través de cadena pesada
(14.18-IL2-H) o una fusién a través de cadena ligera (14.18-IL2-L). La molécula mencionada por altimo contenia la
SEQ ID NO: 1, que exhibié una selectividad de unién al receptor de afinidad alta de aproximadamente 8 veces
(debido a la pérdida de la actividad contra la forma intermedia) cuando se evalué como una proteina soluble. En la
forma unida, hubo apenas una ligera pérdida de actividad mediante el uso de células TF-183, donde difiri6 con
respecto a la molécula 14.18-1L2-H menos de dos veces en multiples experimentos.

Se llevaron a cabo ensayos adicionales del mismo modo usando las diversas inmunocitocinas. En dos de dichos
experimentos, las suspensiones de perlas unidas a inmunocitocinas (0,5 ml) se agregaron a placas con células TF-
18 (0,2 ml x 2) y el 0,1 ml restante de las suspensiones se diluy6é 5 veces y se agreg6 a una segunda placa de 96
pocillos a la cual se agregaron células CTLL-2. El primer experimento compard moléculas 14.18-IL2-L que contenian
la SEQ ID NO: 3 (completamente activa para ambos receptores en disolucién) o la SEQ ID NO: 10 (completamente
activa para el receptor de afinidad alta e inactiva para el receptor intermedio). Se incluyé una inmunocitocina
completamente activa que no se une al anticuerpo antiidiotipico 1A7 en las perlas para evaluar si las
inmunocitocinas no unidas eran responsables de la actividad de proliferacion resultante. Como se muestran en la
Figura 12A, la inmunocitocina de no unién no tuvo actividad en el ensayo con TF-1B ni CTLL-2, lo que demuestra
que solo las inmunocitocinas unidas proporcionan sefnales proliferativas. Cuando las dos inmunocitocinas 14.18-IL2-
L se unieron a perlas la que tenia la SEQ ID NO: 3 fue muy activa con ambas lineas de células, mientras la que
tenia la SEQ ID NO: 10 fue solo activa en inducir la proliferacion de CTLL-2, lo que refleja estrechamente lo que se
observo en sus formas solubles. Un segundo experimento (Figura 12B) comparé las actividades de las moléculas
14.18-IL2-L que diferian en las distancias entre su interseccién de fusion (la Cys del extremo C de la cadena L) y el
residuo D20 de IL2. La molécula con la distancia mas larga (SEQ ID NO: 3) tuvo la actividad mas alta contra el
receptor intermedio (células TF-1B) en disolucion (8 veces mas alta que la que tenia la SEQ ID NO: 1), pero fue solo
ligeramente mas alta cuando se unié a las perlas. Esto es similar a lo observado con la molécula 14.18-IL2-H
descrita anteriormente. Las moléculas con eliminaciones de los residuos 5 0 9 en el extremo N de IL2 (SEQ ID NO: 5
y SEQ ID NO: 6) tuvieron escasa o ninguna actividad en las formas soluble o unida, lo cual sugiere que esta
distancia es demasiado corta para permitir el acceso del receptor al punto de contacto D20, incluso cuando se une al
antigeno. Cuando las mismas mezclas de perla se evaluaron con células CTLL-2, todas exhibieron actividad que fue
cercana o mucho mas potente que la molécula con actividad y especificidad normales en disolucién (SEQ ID NO: 3).
La molécula con la distancia més corta (SEQ ID NO: 6) tuvo la actividad mas baja, pero todavia significativa,
mientras que las moléculas que eran 4 (SEQ ID NO: 1) o 9 (SEQ ID NO: 5 residuos mas cortas fueron
significativamente mas activas contra el receptor de IL2 de afinidad alta cuando se presentaron en forma unida.

Estos resultados demuestran que esta estrategia de fusion posibilita un modo Unico de modular la bioactividad de
una manera que no requiere mutaciones proteicas o se puede combinar con mutagénesis para crear moléculas
adicionales con propiedades Unicas. Aunque solo la molécula con la SEQ ID NO: 3 exhibié una diferencia en la
bioactividad contra el receptor de IL2 intermedio como consecuencia de la union al antigeno, moléculas adicionales
con distancias ligeramente mas cortas entre la interseccién de fusion y D20 podrian exhibir diferencias mas notables
que las observadas con esta molécula. Alternativamente, moléculas con una distancia ligeramente mas larga (p. €j.,
mas uno o dos 0 mas residuos) y una mutacion puntual en un residuo de contacto con el receptor tal como Q126,
N88, R38 o F42 pueden exhibir diferencias de actividad entre las formas soluble y unida e identificar, de este modo,
fusiones candidatas que tienen mayor actividad después de la union al antigeno (p. ej., unidén al antigeno de
superficie celular).

Ejemplo de referencia 14: Construccion de un anticuerpo biespecifico en el que un scFv que reconoce un antigeno
de superficie celular se fusiona al extremo C de la cadena ligera

Los anticuerpos anti-CD3 son capaces de desencadenar la proliferacion de linfocitos T humanos, especialmente en
combinacion con una segunda sefal tal como unién a anti-CD28 o IL2 exdgena. Son capaces, ademas, de
desencadenar la lisis de células diana cuando se usan como parte de un anticuerpo biespecifico, junto con un
anticuerpo que reconoce una molécula en la superficie celular diana. La mayoria de los anticuerpos biespecificos
son monoespecificos y estdn compuestos por fragmentos de anticuerpo que dan como resultado semividas en la
circulacion cortas. Esto es para evitar la reticulacién de los linfocitos T en la circulacion con una molécula bivalente,
antes de que la molécula se una a la superficie celular. Debido al posible impedimento estérico proporcionado por la
fusién a la cadena ligera, y la posible liberacion de este bloque después de la union a la superficie celular, se hizo un
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intento de producir una proteina de fusion de anticuerpo entero bivalente. Dicha molécula podria tener una semivida
en la circulacién extensa y posiblemente no presentarse a los linfocitos T hasta estar unida a la superficie celular
diana. Se sintetizd una secuencia de fusion que codificaba las regiones variables del anticuerpo anti-CD3, OKT3,
para que codificase una proteina de fusiéon dentro del marco con kappa C humana (SEQ ID NO: 11). El ADN que
codificaba esta proteina se insert6 en un vector que también codificaba la cadena H de 14.18 y el plasmido se us6
para transfectar transitoriamente células HEK 293 con lipofectamina. Después de 72 horas de incubacion, la
proteina de fusion en el sobrenadante de cultivo se purific6 mediante unidn y elucion a partir de perlas de proteina A
Sepharose y se analizé mediante SDS-PAGE desnaturalizante con y sin la adicion de agente reductor. A diferencia
de las fusiones con IL2 a la cadena ligera, esta construccion no formé una molécula completa que se estabilizé
mediante uniones disulfuro entre las dos cadenas H, aunque su unién a la proteina A sugiere que formé un
heterodimero no covalente. Para mejorar esta y otras construcciones similares, se puede producir una fusion
adicional mediante el uso de varios de los primeros residuos aminoacidicos de IL2 como una secuencia enlazadora,
dado que las construcciones que contienen esta secuencia formaron todas moléculas heterodiméricas completas
estabilizadas con enlaces disulfuro. Se proporciona un ejemplo como la SEQ ID NO: 12 que contiene los primeros
siete residuos aminoacidicos de IL2 entre la Cys del extremo C de la cadena L y el primer residuo del scFv. La
cantidad de estos residuos necesaria para formar una estructura estable la puede evaluar facilmente un experto en
la técnica. Después de que se identifica una secuencia que posibilita dichas construcciones estables, las moléculas
biespecificas resultantes se pueden evaluar para determinar la uniéon a linfocitos T que expresan CD3 y el
desencadenamiento de una respuesta bioldgica. La capacidad de desencadenar una respuesta se puede comparar
mediante el uso de moléculas en disolucion con las que se han inmovilizado en perlas recubiertas con antigeno (o
un anticuerpo antiidiotipico sustituto). Si se hace necesario acortar la interseccion entre el residuo Cys del extremo C
de la cadena L y las regiones de union a anticuerpo para enmascarar la actividad, esto se puede lograr al retirar
residuos sistematicamente del marco de la region V mientras se deja el enlazador de IL2 optimizado intacto. Las
moléculas resultantes se comparan en sus formas soluble e inmovilizada para identificar una que es inactiva en
disolucion, pero activa después de que se une al antigeno. Por ejemplo, se cultivan PBMC humanas recientemente
aisladas con diluciones de las moléculas biespecificas solubles o unidas a perla, junto con una concentracion
sinérgica conocida de anticuerpo anti-CD28 en disolucién. Después de 48 horas, se usa la incorporacion de 3H-
timidina para medir la proliferacion de linfocitos T, de manera similar a lo que se describié en el ejemplo 6. Cuando
se identifica una molécula adecuada, se puede evaluar para determinar su capacidad para inducir la lisis de una
célula diana que expresa antigeno mediante el uso de linfocitos T humanos en reposo (las PBMC preparadas
recientemente son una fuente) como células efectoras. La lisis se puede evaluar por la liberacién de cromo, segun
se describié anteriormente, para ensayos de ADCC o mediante el uso de tintes no radioactivos (p. ej., Total
Cytotoxicity Test, Immunochemistry Technologies, Bloomington, MN), o liberacién de LDH (CytoTox96, Promega).

Secuencias de nucledtidos y aminoacidos

En algunas realizaciones, una proteina de fusion de cadena ligera tiene una secuencia de aminoacidos que se
muestra en una de las siguientes secuencias no limitantes. Las secuencias de cadena ligera se muestran en letras
mayusculas (con la region variable en cursiva) y el péptido de fusion se muestra en letras minisculas. En algunas
realizaciones, la secuencia de cadena ligera contiene una region variable de 14.18 de raton y una regién constante
de cadena ligera humana. En algunas realizaciones, una cadena ligera se fusiona a la secuencia de IL2 humana.
Las variantes de secuencia de aminoacidos de la secuencia de IL2 estan subrayadas en letras minusculas. Un
espaciador de 4 aminodcidos estéd subrayado en letras mayusculas para las SEQ ID NOs: 3 y 4. Un péptido de 7
aminodcidos correspondiente al extremo N de IL2 esta subrayado en letras cursivas mindsculas en la SEQ ID NO:
12.

SEQID NO: 1
EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRSSQOSLVHRNGNTYLHWYLQKPGQSPKLLIHKVSNRFSGVP
DRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDIGVYFCSQSTHVPPLTFGAGTKLELKRTVAAPSVFIFPPSD
EQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLS
KADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECaptssstkktqlqlehllldlgmilnginnyknpkltrmltfkfym
pkkatelkhlqcleeelkpleevinlagsknfhlrprdlisninvivlelkgsettfmeeyadetativeflnrwitfeqsiistlt

SEQ ID NO: 2
EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRSSQSLVHRNGNTYLHAWYLQKPGQSPKLLIHKVSNRFSGVP
DRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDIGVYFCSQSTHVPPLTFGAGTKLELKRTVAAPSVFIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSS
TLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECaptssstkktqlqlehllldlqmilnginnyknpklt
rmltfkfympkkatelkhlqcleeelkpleevinlagsknthlrprdlisninvivlelkgsettfmceyadetativeflnrwitfsqsiistlt
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SEQ ID NO: 3
EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRSSOSLVHRNGNTYLHWYLOKPGQSPKLLIHKVSNRFSGVP
DRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDIGVYFCSQOSTHVPPLTFGAGTKLELKRTVAAPSVFIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLS
STLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECQR VDaptssstkktqlqlehllldlgmiln

ginnyknpkltrmltfkfympkkatelkhlqcleeelkpleevinlagsknfhlrprdlisninvivlelkgsettfmceyadetativeflnrwitf
cqsiistlt

SEQ ID NO: 4
EIVMTQOSPATLSVSPGERATLSCRSSQSLVHRNGNTYLHWYLQKPGQSPKLLIHKVSNRFSGVP
DRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDIGVYFCSQSTHVPPLTFGAGTKLELKRTVAAPSVFIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLS
STLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECQRYV Daptssstkktqlqlehllldlgmiln
ginnyknpkltrmltfkfympkkatelkhlqcleeelkpleevinlagsknfhlrprdlisninvivlelkgsettfmceyadetativeflnrwitf
sqsiistlt

SEQ ID NO: 5
EITVMTQOSPATLSVSPGERATLSCRSSQSLVHRNGNTYLHWYLQKPGQSPKLLIHKVSNRFSGVP
DRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDIGVYFCSQSTHVPPLTFGAGTKLELKRTVAAPSVFIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLS
STLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECaptstqlqlehllldlgmilnginnyknpklt
rmltfkfympkkatelkhlqcleeelkpleevinlagsknfhlrprdlisninvivlelkgsettfmceyadetativeflnrwitfeqsiistlt
SEQ ID NO: 6
EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRSSOQSLVHRNGNTYLHWYLQKPGQSPKLLIHKVSNRFSGVP
DRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDIGVYFCSQSTHVPPLTFGAGTKLELKRTVAAPSVFIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSS
TLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECtqlqlehllldlgmilnginnyknpkltrmltfkfy
mpkkatelkhlqcleeelkpleevinlagsknfhlrprdlisninvivlelkgsettfmceyadetativeflnrwitfeqsiistlt

SEQID NO: 7

Regidn variable de cadena H de 14.18 de raton:
EVQLLQSGPELEKPGASVMISCKASGSSFTGYNMNW VRQNIGKSLEWIGAIDPYYGG
TSYNQKFKGRATLTVDKSSSTAYMHLKSLTSEDSAVYYCVSGMEYWGQGTSVTVSS

SEQID NO: 8

Regidén variable de cadena L de 14.18 de ratdn (esta secuencia representa una regién V hibrida que contiene una
secuencia de hibridoma de 14.18 original que tiene la primera regidon de marco cambiada por la de otra regién V para
obtener buena expresién - ver Gillies et al., J. Immunol Methods, 125:191-202, 1989 - esta secuencia no limitante se
usoé para las construcciones ejemplificadas en la presente memoria):

EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRSSQSLVHRNGNTYLHWYLQKPGQSPKLLIHKVS
NRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDIGVYFCSQSTHVPPLTFGAGTKLELK

SEQ ID NO: 9 gb|AAC82527.1| region constante de cadena pesada gamma-1 de inmunoglobulina [Homo sapiens]
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STKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAAIGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFP
AVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSIGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPC
PAPELIGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
SEQ ID NO: 10
EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRSSQOSLVHRNGNTYLHWYLQKPGQSPKLLIHKVSNRFSGVP
DRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDIGVYFCSQSTHVPPLTFGAGTKLELKRTVAAPSVFIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSS
TLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECaptssstkktqlglehllldlgmilnginnyknpklt
rmltfkfympkkatelkhlqcleeelkpleevinlagsknthlrprdlisninvivlelkgsettfmeeyadetativeflnrwitfewsiistlt
SEQ ID NO: 11
EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRSSQSLVHRNGNTYLAWYLQKPGQSPKLLIHKVSNRFSGVP
DRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDIGVYFCSQSTHVPPLTFGAGTKLELKRTVAAPSVFIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSS
TLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECqvqlqqsgaelarpgasvkmsckasgytftrytm
hwvkqrpgqglewigyinpsrgytnynqkfkdkatlttdkssstaymqlssltsedsavyycaryyddhycldywgqgttltvssggggsgg
ggsgggesdiqivitgspaimsaspgekvtmtesasssvsymnwyqqksgtspkrwiydtsklasgvpahfrgsgsgtsysltisgmeaeda
atyycqqwssnpftfgsgtklein
SEQ ID NO: 12
EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRSSQSLVHRNGNTYLAWYLQKPGQSPKLLIHKVSNRFSGVP
DRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDIGVYFCSQSTHVPPLTFGAGTKLELKRTVAAPSVFIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLS
STLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECaptssstqvqlqqsgaelarpgasvkmsck
asgytftrytmhwvkqrpgqglewigyinpsrgytnynqkfkdkatlttdkssstaymqlssltsedsavyycaryyddhycldywgqgttlt
vssggggsggggsgegggsdiqivitgspaimsaspgekvtmtesasssvsymnwyqqksgtspkrwiydtsklasgvpahfrgsgsgtsysl

tisgmeaedaatyycqqwssnpftfgsgtklein

Equivalentes

Se considera que la memoria descriptiva precedente por escrito es suficiente para permitir que un experto en la
técnica ponga en practica la invencion. La presente invencion no se debe limitar en alcance a los ejemplos
proporcionados, dado que los ejemplos estan previstos como una Unica ilustracién. Diversas modificaciones ademas
de las que se muestran y describen en la presente memoria se volveran evidentes para los expertos en la técnica a

partir de la descripcion precedente.
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina de fusién de un anticuerpo o una proteina de fusion de un fragmento de unién a antigeno de este,
que comprende una proteina de fusién de una primera cadena pesada y una primera cadena ligera, en donde la
proteina de fusion de cadena ligera comprende:

una regién variable de longitud completa fusionada al extremo N de la regién constante de cadena ligera de
inmunoglobulina y un péptido de fusién fusionado al extremo C de la regiéon constante de cadena ligera de
inmunoglobulina sin un péptido enlazador,

en donde el péptido de fusién consiste en una citocina,

en donde la primera cadena pesada comprende una region variable de longitud completa fusionada al extremo N de
la region constante de cadena pesada, y

en donde la citocina de dicho péptido de fusion
(yesIL2, 0
(i) es IL2 humana, o

(iii) es IL2 humana, en donde la longitud de la region en el extremo N de la fusién de citocina se acorta 1 a 10
aminodcidos, o

(iv) es una IL2 que tiene una mutacidon en una o mas posiciones correspondientes en la IL2 humana a D20, F42,
R38, N88 0 Q126.

2. La proteina de fusion de la reivindicacion 1, en donde la proteina de fusion de cadena ligera comprende una
secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 1.

3. La proteina de fusién de cualquier reivindicacién anterior, en donde la regién constante de cadena ligera es una
region constante Ck o CA, o en donde la cadena pesada es una cadena pesada de IgG, o en donde la cadena
pesada de IgG es una cadena pesada de IgG1, o en donde la cadena pesada de IgG es una cadena pesada de
IgG3, o en donde la cadena pesada de IgG es una cadena pesada de IgG2 o IgG4, o en donde la cadena pesada de
1gG2 o IgG4 se modifica para incluir una secuencia de IgG1 o IgG3 que confiere funcién efectora de ADCC y/o CDC,
o en donde la secuencia de IgG1 que confiere la funcién efectora de ADCC y/o CDC es una bisagra de IgG1.

4. La proteina de fusién de cualquier reivindicacion anterior, en donde

(i) cada uno de los péptidos de anticuerpo y péptidos de fusién son independientemente secuencias de humano,
raton, perro, bovino o gato, o

(i) una o mas regiones variables de las primeras cadenas pesada y ligera son secuencias murinas, o
(iii) una 0 mas regiones variables de las primeras cadenas pesada y ligera comprenden secuencias humanizadas.

5. La proteina de fusién de la reivindicacion 4, en donde cada uno de los péptidos de anticuerpo y péptidos de fusion
son humanos.

6. La proteina de fusion de cualquier reivindicacion anterior, en donde las primeras cadenas pesada y ligera se unen
especificamente a un antigeno tumoral.

7. La proteina de fusién de la reivindicacion 6, en donde el antigeno tumoral no es un acido nucleico, o en donde el
antigeno tumoral es una molécula de ADN, o en donde el antigeno tumoral es un antigeno tumoral proteinico, o en
donde el antigeno tumoral es un polisacarido, o en donde el antigeno tumoral se selecciona de GD2, CD20, CD19,
CSPG (p. ej., CSPG4) y EpCAM.

8. La proteina de fusién de cualquier reivindicacién anterior, en donde la inmunoglobulina se une especificamente a
una proteina virica, o en donde las primeras cadenas pesada y ligera se unen especificamente a un antigeno de
superficie celular, o en donde el antigeno de superficie celular es un antigeno asociado al cancer, o en donde el
antigeno de superficie celular es una proteina virica.

9. La proteina de fusion de la reivindicacién 8, en donde las primeras cadenas pesada y ligera se unen
especificamente a un antigeno asociado al cancer.

10. La proteina de fusion de cualquier reivindicacion anterior, en donde se retiran 1 a 5 aminoacidos del extremo
aminico de la citocina.

11. Una composicion que comprende una proteina de fusién de cualquier reivindicacion anterior.
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12. Una composicién de la reivindicacion 11 que comprende (i) una cantidad terapéuticamente eficaz de una
proteina de fusion de cualquier reivindicacion anterior, y (ii) un portador farmacéuticamente aceptable.

13. Un &cido nucleico que codifica una proteina de fusiéon de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.
14. Una célula hospedante que comprende el acido nucleico de la reivindicacion 13.

15. Una célula hospedante de la reivindicacién 14, en donde la célula hospedante es una célula bacteriana, de
levadura, de insecto, de mamifero, una célula CHO, una célula NSO o una célula HEK293.

16. Una proteina de fusion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 o una composicion de la reivindicacion 11 o
12, para su uso en el tratamiento del cancer en un sujeto, en donde el tratamiento comprende administrar la proteina
de fusion a un sujeto que tiene un cancer, en donde la proteina de fusion se une especificamente a un antigeno
asociado a un tumor.

17. Una proteina de fusion o una composicion para el uso de la reivindicacion 16,
(i) en donde el antigeno asociado al tumor

(a) se expresa en la superficie extracelular de una célula tumoral del cancer,

(b) es un antigeno de matriz extracelular, o

(c) es un antigeno especifico de la vasculatura, o

(d) es un antigeno especifico de macréfago, o

(ii) en donde la proteina de fusion comprende una citocina que induce linfocitos citoliticos naturales o linfocitos T
citotéxicos, o

(iii) en donde el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer de pulmén, cancer de mama, cancer de
prostata, melanoma, osteosarcoma y neuroblastoma.

18. Una proteina de fusion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 o una composicion de la reivindicacion 11 o
12, para su uso en el tratamiento del cancer al potenciar la respuesta inmunitaria dirigida a células en un sujeto, en
donde la respuesta inmunitaria se potencia al administrar la proteina de fusion a un sujeto, en donde la proteina de
fusién se une especificamente a un antigeno que se expresa en la superficie extracelular de una célula en el sujeto.

19. Una proteina de fusion o una composicion para el uso de la reivindicacion 18,
(i) en donde la célula es una célula tumoral y el antigeno es un antigeno tumoral, o

(i) en donde la proteina de fusiébn es para su uso, ademas, en combinacion con un segundo compuesto
anticanceroso, opcionalmente en donde el segundo compuesto anticanceroso es un agente quimioterapéutico, o

(iii) en donde la proteina de fusion es para su uso, ademas, en combinacién con radiacién, o
(iv) en donde la proteina de fusién de anticuerpo o composicién se administra subcutaneamente, o

(v) en donde la proteina de fusiéon de anticuerpo o composicién se administra subcutdneamente a una dosificacién
menor que 50 mg por metro cuadrado, o

(vi) en donde la proteina de fusidon o composicion se administra a una frecuencia de una vez por semana, una vez
cada dos semanas o con menor frecuencia.
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FIG. 11
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