ES2779977 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA

@NUmero de publicacion: 2 779 977
GDint. Ci.;

CO7K 16/24 (2006.01)
A61K 38/20 (2006.01)
CO7K 19/00 (2006.01)

T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 10.07.2015  PCT/IB2015/055226

Fecha y nimero de publicacién internacional:

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea:

14.01.2016 WO16005950
10.07.2015  E 15759938 (2)

Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 19.02.2020  EP 3166973

Tl'tulo: Anticuerpos monoclonales inmunoestimuladores contra interleucina 2 humana

Prioridad:

10.07.2014 EP 14176619

Fecha de publicacién y mencion en BOPI de la
traduccion de la patente:
21.08.2020

@ Titular/es:

UNIVERSITAT ZURICH (100.0%)
Ramistrasse 71
8006 Zirich, CH

@ Inventor/es:

BOYMAN, ONUR,;
ARENAS-RAMIREZ, NATALIA Y
Z0U, CHAO

Agente/Representante:
SAEZ MAESO, Ana

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del

Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2779977 T3

DESCRIPCION
Anticuerpos monoclonales inmunoestimuladores contra interleucina 2 humana
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a anticuerpos que se unen a la interleucina 2 humana (hlL-2). La invencion se refiere
mas especificamente a anticuerpos que se unen especificamente a un epitopo particular de hlL-2 y cuando se unen a
este epitopo son capaces de inhibir la unién de hiL-2 a CD25. Ademas, la invencién se refiere a aplicaciones
terapéuticas in vitro e in vivo de los anticuerpos.

Antecedentes de la invencion

El melanoma maligno es un tipo de cancer frecuente en hombres y mujeres. Una vez que el melanoma se vuelve
metastasico y se propaga a sitios distantes, la tasa de supervivencia a 5 afios es bastante pobre, calculada en
aproximadamente el 15%. Las estrategias de tratamiento disponibles actualmente para el melanoma metastasico
apenas mejoran esta tasa de supervivencia.

La interleucina 2 (IL-2) es una citocina capaz de estimular potentemente los linfocitos citotoxicos contra los tumores
metastasicos. Sin embargo, IL-2 también puede estimular las llamadas células T reguladoras CD25* CD4* (células
Treg) que son cruciales para la prevencion de enfermedades autoinmunes. Es importante destacar que las células
Treg pueden amortiguar significativamente las respuestas antitumorales de los linfocitos citotdxicos, lo que antagoniza
un poco los efectos antitumorales beneficiosos de la IL-2. Ademas, a las dosis requeridas para lograr una respuesta
antitumoral clinica, la IL-2 puede ejercer efectos adversos toxicos.

La inmunoterapia estandar con IL-2 se ha utilizado desde principios de la década de 1980 para la inmunoterapia del
melanoma metastasico y el carcinoma metastasico de células renales, lo que condujo a la aprobacién por la FDA para
estas indicaciones en 1996 y 1992, respectivamente. Mientras que la IL-2 administrada a altas dosis ha mostrado
tasas de respuesta objetivas en aproximadamente el 17% y la regresion completa en aproximadamente el 6-9% de
los pacientes que padecen estos canceres metastasicos mortales, la IL-2 administrada a estas dosis con frecuencia
condujo a efectos adversos toxicos, tales como como hipotension, edema pulmonar, dafio de células hepaticas,
toxicidad gastrointestinal y edema general. Ademas, como se menciond anteriormente, la IL-2 puede estimular las
células Treg, que a su vez pueden amortiguar la actividad de las células T CD8+ antitumorales y las células NK.

Se divulgd previamente que la actividad biolégica de las citocinas en un sujeto mamifero se puede aumentar
administrando un anticuerpo capaz de unirse a la citocina (documento WO 2007/095643 A2). Especificamente, se ha
demostrado que la combinacién de IL-2 con un anticuerpo monoclonal (mAb) anti-IL-2 particular mejora la terapia con
IL-2 en modelos murinos experimentales de inmunoterapia contra el cancer. Se divulgd que los complejos IL-
2/anticuerpo anti-IL-2 muestran una fuerte actividad bioldgica al evitar la interaccion con la subunidad a del receptor
de IL-2 CD25 (Letourneau S, van Leeuwen EMM, Krieg C, Martin C, Pantaleo, G, Sprent J., Surh CD y Boyman O.
Los complejos, IL-2/anticuerpo anti-IL-2 muestran una fuerte actividad bioldgica al evitar la interaccion con la
subunidad a del receptor de IL-2 CD25. Proceedings of the National Academy of Sciences USA. (2010) 107: 2171 -
2176). Dirigiendo asi IL-2 preferentemente a los linfocitos citotdxicos, pero no a las células Treg.

Se divulgé ademas que la combinacion de IL-2 con un anticuerpo monoclonal (mAb) anti-IL-2 hace que la IL-2 sea
mas potente pero menos téxica (Boyman O, Kovar M, Rubinstein MP, Surh CD y Sprent J. Selective stimulation of T
cell subsets with antibody-cytokine immune complexes. Science (2006) 311:1924-1927; Krieg C, Letourneau S,
Pantaleo G, y Boyman O. Improved IL-2 immunotherapy by selective stimulation of IL-2 receptors on lymphocytes and
endothelial cells. Proceedings of the National Academy of Sciences USA (2010) 107:11906-11911).

Este enfoque tiene la ventaja de que la IL-2 natural no mutada se administra a través del mAb anti-IL-2 a células T
CD8+ y células NK, que posteriormente ejercen potentes propiedades antitumorales, mientras que IL-2 forma un
complejo con este tipo de mAb anti-IL-2 apenas activa las células Treg. Ademas, IL-2 que forma complejo con este
tipo de mAb anti-IL-2 es mucho menos téxico que la inmunoterapia con IL-2 estandar en ratones. Sin embargo, esta
terapia hasta la fecha no ha estado disponible para su uso en pacientes debido a la falta de mAb anti-IL-2 humano
apropiados.

Sumario de la invencion

El problema abordado por la presente invencion es proporcionar un anticuerpo monoclonal anti-IL-2 humana capaz de
reconocer y unir un epitopo especifico de IL-2 humana, favoreciendo asi la estimulacion de células T citotdxicas y
células NK en comparacion con células Treg, para uso en aplicaciones terapéuticas in vitro e in vivo. La invencion se
refiere a las realizaciones como se definen en las reivindicaciones, por lo tanto, se refiere a los siguientes elementos.

De acuerdo con un primer aspecto de la invencion, se proporciona un anticuerpo monoclonal (mAb) especifico de
interleucina 2 humana (hIL-2), o un fragmento del mismo de unioén a antigeno especifico de interleucina 2 humana
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(hIL-2) que comprende HCDR1 de acuerdo con la SEQ ID NO: 7, HCDR2 de acuerdo con la SEQ ID NO: 8, HCDR3
de acuerdo con la SEQ ID NO: 9, LCDR1 de acuerdo con la SEQ ID NO: 10, LCDR2 de acuerdo con la SEQ ID NO:
11, LCDRS3 de acuerdo con la SEQ ID NO: 12, en el que la unién de dicho anticuerpo, o fragmento del mismo de union
a antigeno, a hlL-2 inhibe la unién de hiL-2 a CD25, y la unién a hIL-2 se caracteriza por una constante de disociacion
(Kp) £7,5 nmol/L, <5 nmol/L, < 3 nmol/L, <2 nmol/L o < 1,5 nmol/L determinada en un ensayo de unién de resonancia
de plasmoén superficial.

En ciertas partes de la invencion, se proporciona un anticuerpo monoclonal especifico de interleucina 2 humana (hlIL-
2), o un fragmento del mismo de unién a antigeno, de acuerdo con el primer aspecto de la invencion, en las que la
union a hiL-2 se caracteriza por una tasa de disociacion (Kaisociacien) < 1 X 10# 871, <8 x 10%s", <6 x10%s™, <4 x 10
581 <3x10%s10<2,1x10%s™.

En ciertas partes de la invencion, se proporciona un anticuerpo monoclonal especifico de interleucina 2 humana (hIL-
2), o un fragmento del mismo de unién a antigeno, de acuerdo con el primer aspecto de la invencion, en las que el
anticuerpo o fragmento del mismo de union a antigeno, no muestra reactividad cruzada medible con IL-2 murina.

En ciertas partes de la invencion, se proporcionan anticuerpos monoclonales especificos de interleucina 2 humana
(hIL-2), o fragmentos del mismo de unidn a antigeno, de acuerdo con el primer aspecto de la invencion, caracterizados
porque comprenden al menos una secuencia de Vu y/o una secuencia de V_ que tiene una identidad de = 80%, =
85%, =2 90%, = 92%, = 93%, = 94%, = 95%, = 96%, = 97% o = 98% en comparacion con las SEQ ID NOS: 19 o 20.

De acuerdo con un segundo aspecto de la invencion, se proporciona una molécula de acido nucleico que codifica el
anticuerpo monoclonal especifico de interleucina 2 humana (hIL-2), o un fragmento del mismo de unién a antigeno,
de acuerdo con el primer aspecto de la invencion.

En ciertas partes de la invencion, se proporciona una molécula de acido nucleico de acuerdo con el segundo aspecto
de la invencion, en las que la molécula de acido nucleico tiene una identidad de secuencia 260%, = 70%, = 80%, =
85%, =2 90%, = 92%, = 93%, = 94%, = 95%, = 96%, = 97% o0 = 98% en comparacioén con las SEQ ID NOS: 3 0 4.

En ciertas partes de la invencion, se proporciona una molécula de acido nucleico de acuerdo con el segundo aspecto,
que comprende la secuencia de las SEQ ID NOS: 13, 14, 15, 16, 17, 18, 21 0 22, o una secuencia que tiene una
identidad de = 80%, = 85%, = 90%, = 92%, = 93%, = 94%, = 95%, = 96%, = 97% o0 = 98% en comparaciéon con
cualquiera de las SEQ ID NOS: 13, 14, 15, 16, 17, 18, 21 0 22.

De acuerdo con un tercer aspecto de la invencion, se proporciona un vector que comprende la molécula de acido
nucleico de acuerdo con la invencion.

De acuerdo con un cuarto aspecto de la invencion, se proporciona una célula que comprende la molécula de acido
nucleico de acuerdo con la invencién, o que expresa la molécula de acido nucleico de acuerdo con la invencion.

De acuerdo con un quinto aspecto de la invencién, se proporciona una célula capaz de producir un anticuerpo
monoclonal (mAb) especifico de interleucina 2 humana (hIL-2), o un fragmento del mismo de unién a antigeno, de
acuerdo con el primer aspecto de la invencion.

De acuerdo con un sexto aspecto de la invencion, se proporciona una linea celular de hibridoma que produce
anticuerpos monoclonales, caracterizada porque los anticuerpos producidos son los del primer aspecto de la invencion.

De acuerdo con un séptimo aspecto de la invencion, se proporciona una formulacién terapéutica para uso como
medicamento, particularmente para uso en el tratamiento de cancer o infecciones virales, que comprende:

a. el anticuerpo monoclonal (mAb) hiIL-2, o el fragmento del mismo de unién a antigeno, de acuerdo con el primer
aspecto de la invencion, y
b. interleucina 2 humana.

De acuerdo con un octavo aspecto de la invencion, se proporciona el anticuerpo monoclonal especifico de interleucina
2 humana (hIL-2), o un fragmento del mismo de unién a antigeno, de acuerdo con el primer aspecto de la invencion,
para su uso en el tratamiento del cancer o infecciones virales, en el que el anticuerpo, o fragmento del mismo de unién
a antigeno, se administra junto con interleucina 2 humana.

De acuerdo con un noveno aspecto de la invencién, se proporciona una formulacion terapéutica para uso como
medicamento, particularmente para uso en el tratamiento de cancer o infecciones virales, que contiene una proteina
de fusién que comprende:

a. un fragmento de polipéptido de union a hiL-2 que comprende HCDR1 de acuerdo con la SEQ ID NO: 7, HCDR2 de

acuerdo con la SEQ ID NO: 8, HCDR3 de acuerdo con la SEQ ID NO: 9, LCDR1 de acuerdo con la SEQ ID NO: 10,
LCDR2 de acuerdo con la SEQ ID NO: 11, LCDR3 de acuerdo con la SEQ ID NO: 12, en el que la unién a hIL-2 se
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caracteriza por una constante de disociacion (Kp) < 7,5 nmol/L, < 5 nmol/L, £ 3 nmol/L, < 2 nmol/L o < 1,5 nmol/L
determinado en un ensayo de unién de resonancia de plasmon superficial,

b. un fragmento de polipéptido de IL-2 humana que tiene una identidad de = 85%, = 90%, = 92%, = 93%, = 94%, =
95%, = 96%, = 97% o = 98% en comparacion con la SEQ ID NO: 1y, opcionalmente,

c. un enlazador de aminoacidos de 1 a 50, particularmente de 5 a 40, mas particularmente de 10 a 30, ain mas
particularmente de aproximadamente 15 a 25 aminoacidos, que enlaza el fragmento de polipéptido de unién a hiL-2
con el fragmento de polipéptido de IL-2 humana como una sola cadena de polipéptido.

De acuerdo con un décimo aspecto de la invencion, se proporciona el anticuerpo o fragmento del mismo de unién a
antigeno, de acuerdo con el primer aspecto de la invencion, que se une a un epitopo de interleucina 2 humana (hIL-
2) que comprende los aminoacidos K52, P54, K55, T57, R58, T61, F62, K63, Q94 y K96.

En ciertas partes de la invencion, se proporciona el anticuerpo o fragmento del mismo de unién a antigeno de acuerdo
con el décimo aspecto de la invencién, en el que el epitopo comprende ademas uno cualquiera o mas de los
aminoacidos N50, N53, N91, L92, A93, N97.

De acuerdo con un primer aspecto de la divulgacion, se proporciona un anticuerpo monoclonal (mAb) especifico de
interleucina 2 humana (hlL-2), o un fragmento del mismo de unién a antigeno, en el que el anticuerpo puede unirse a
un epitopo particular en hiL-2 inhibiendo asi la unién a CD25, modulando de este modo los efectos inmunoldgicos de
la interaccion hiL-2/IL-2R. El anticuerpo de la divulgacién se caracteriza ademas por al menos uno de los parametros:

a) la cadena variable del mAb comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de = 85%, = 90%, =
95% 0 = 99% en comparacion con la SEQ ID NO: 5 o0 la SEQ ID NO 6;

b) el anticuerpo que se une a hIL-2 es, es decir, la reaccion mAb + hiL-2 & mAb = hIL-2, en la que mAb = hIL-2
simboliza el complejo unido de anticuerpo e interleucina, se caracteriza por una constante de disociacion (Kp) < 7,5
nmol/L, £ 5 nmol/L, £ 3 nmol/L, £ 2 nmol/L o £ 1,5 nmol/L;

c) el anticuerpo que se une a hlL-2 se caracteriza por una tasa de disociacion (Kgisociacion) < 1 X 10# s, <8 x 10% s,
<6x105s",<4x105s",<3x10%s70<2,1x105s";

d) tras la uniéon de mAb a hiL-2, el complejo resultante mAb = hIL-2 ya no puede unirse eficientemente al receptor a
de IL-2 humana (también conocido como CD25), volviendo efectivamente la union de CD25 humano a mAb = hIL-2 a
niveles de fondo en comparacién con la uniéon de CD25 humano a hIL-2 libre (no complejado) cuando se mide mediante
resonancia de plasmén superficial; y/o

e) el anticuerpo no muestra reactividad cruzada medible con IL-2 murina.

Una falta de reactividad cruzada con IL-2 murina es ventajosa para estudios preclinicos, que generalmente implican
modelos de raton, tales como el uso de complejos de mAb * hiL-2 para el tratamiento de modelos tumorales murinos
en los que un mAb anti-IL-2 de reactividad cruzada podria unirse y aislar IL-2 murina enddgena de las células Treg
murinas enddgenas, potenciando asi la respuesta antitumoral.

Una falta de reactividad cruzada con IL-2 murina también es ventajosa para los estudios de seguridad y eficacia
preclinicos realizados antes del desarrollo de un mAb candidato en pacientes humanos.

En ciertas realizaciones, el mAb hIL-2 comprende al menos una secuencia de Vy y/o V| que tiene una identidad de 2
80%, = 85%, = 90%, = 92%, = 93%, = 94%, = 95%, = 96%, = 97% o0 = 98% en comparacion con las SEQ ID NOS: 19
0 SEQ ID NO 20.

En ciertas realizaciones, la cadena variable del mAb hIL-2 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una
identidad de = 85%, = 90%, = 95% o0 = 99% en comparacion con las SEQ ID NOS: 3, 4, 5 0 6 y el mAb hiIL-2 se
caracteriza por una constante de disociacién < 7,5 nmol/L, <5 nmol/L, <3 nmol/L, <2 nmol/L o < 1,5 nmol/L.

En ciertas realizaciones, la cadena variable del mAb hIL-2 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una
identidad de 2 85%, = 90%, = 92%, = 93%, = 94%, = 95%, = 96 %, = 97%, = 98% o0 = 99% en comparacién con la SEQ
ID NO: 5 0 6 y el mADb hIL-2 se caracteriza por una tasa de disociacion < 1x 10 s, <8x10%s", <6 x 10%s™, <4 x
10°s",<3x10%s70<2,1x105s".

En ciertas realizaciones, la cadena variable del mAb hIL-2 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una
identidad de = 85%, = 90%, = 92%, = 93%, = 94%, = 95%, = 96 %, = 97%, = 98% o0 = 99% en comparacién con la SEQ
ID NO 5 0 6 y el mAb hIL-2 no muestra reactividad cruzada medible con IL-2 murina.

En ciertas realizaciones, la secuencia del mAb hiL-2 se humaniza para la administracion a pacientes humanos para
prevenir reacciones adversas.
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En ciertas realizaciones, el mAb hiL-2 se proporciona como un fragmento de unién a antigeno (Fab) o un fragmento
variable de cadena sencilla (scFv).

En ciertas realizaciones, el mAb hIL-2 comprende al menos una secuencia determinante de complementariedad (CDR)
que tiene una identidad de = 80%, = 85%, = 90%, = 92%, = 93%, = 94%, = 95%, = 96%, = 97% 0 = 98% en comparacion
con las SEQ ID NOS: 7, 8,9, 10, 11 0 012.

De acuerdo con un segundo aspecto de la divulgacion, se proporciona una molécula de acido nucleico que codifica el
anticuerpo monoclonal, o un fragmento del mismo de unidn a antigeno, capaz de unirse a interleucina 2 humana de
acuerdo con el primer aspecto de la divulgacion.

En ciertas realizaciones, la molécula de acido nucleico de acuerdo con el segundo aspecto de la divulgacion tiene una
identidad de secuencia = 60%, = 70%, = 80%, = 90%, = 95% o = 99% en comparacion con las SEQ ID NOS: 3 a 4.

De acuerdo con un tercer aspecto de la divulgacion, se proporciona un vector que comprende la molécula de acido
nucleico de acuerdo con la divulgacion.

De acuerdo con un cuarto aspecto de la divulgacion, se proporciona una célula que comprende o expresa la molécula
de acido nucleico de acuerdo con la divulgacion.

De acuerdo con un quinto aspecto de la divulgacion, se proporciona una célula capaz de producir los anticuerpos de
acuerdo con el primer aspecto de la divulgacion.

De acuerdo con un sexto aspecto de la divulgacion, se proporciona una linea celular de hibridoma que produce
anticuerpos monoclonales, caracterizada porque los anticuerpos producidos son aquellos del primer aspecto de la
divulgacion.

De acuerdo con un séptimo aspecto de la divulgacion, una formulacion terapéutica para uso en el tratamiento del
cancer u otras enfermedades que se benefician de la terapia inmunoestimuladora, tales como infecciones virales, que
comprende

i. el anticuerpo monoclonal (mAb) de acuerdo con el primer aspecto de la divulgacion, y/o

ii. mutantes de interleucina 2 humana o IL-2 humana, administrados al sujeto ya sea al mismo tiempo o en diferentes
puntos de tiempo.

De acuerdo con un octavo aspecto de la divulgacion, se proporciona una proteina de fusion. La proteina de fusion
comprende:

a. un fragmento de polipéptido de unién a hiL-2, en el que dicho polipéptido se caracteriza por uno cualquiera de los
parametros:

i. el fragmento de polipéptido de unién a hlL-2 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de
2 85%, =2 90%, = 92%, = 93%, = 94%, = 95%, = 96%, = 97% 0 = 98 % en comparacién con la SEQ ID NO: 21 o la SEQ
ID NO: 22;

ii. la unién de hIL-2 de dicho fragmento de polipéptido a hiL-2 se caracteriza por una constante de disociacion (Kp) <
7,5 nmol/L, <5 nmol/L, < 3 nmol/L, <2 nmol/L o < 1,5 nmol/L;

iii) la union de dicho fragmento de polipéptido de unién a hiL-2 a hIL-2 se caracteriza por una tasa de disociacion
(Kaisociacien) S 1x10% s, <8x 10%s™, <6 x10%s™,<4x10%s",<3x10%s"0<2,1x105s";
ylo

iv. el fragmento de polipéptido de unién a hiL-2 no muestra reactividad cruzada medible con IL-2 murina.

b. un fragmento de polipéptido IL-2 humano que tiene una identidad de = 85%, = 90%, = 92%, = 93%, = 94%, = 95%,
2 96%, = 97% o = 98% en comparacion con la SEQ ID NO: 1y, opcionalmente,

c. un enlazador de aminoacidos de 1 a 50, particularmente de 5 a 40, mas particularmente de 10 a 30, ain mas
particularmente de aproximadamente 15 a 25 aminoacidos, que enlaza el fragmento de polipéptido de unién a hiL-2
con el fragmento de polipéptido de IL-2 humano como una sola cadena de polipéptido.

En otras palabras, la proteina de fusion retiene la capacidad del anticuerpo para unirse y dirigir la interleucina 2 humana
para estimular las células inmunes seleccionadas, tales como las células T CD8+ y las células NK.

La ventaja de usar dicha proteina de fusion es que IL-2 humana no podra disociarse del anticuerpo y que la terapia
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estara compuesta por un solo producto en lugar de dos, lo que facilita varios aspectos de fabricacion, dosificacion y
cumplimiento normativo.

De acuerdo con un noveno aspecto de la divulgacion, se proporciona un anticuerpo aislado o fragmento del mismo de
unién a antigeno que se une a un epitopo especifico. Dicho epitopo puede ser el epitopo al que se une un anticuerpo
aislado o fragmento del mismo de unién a antigeno de acuerdo con otros aspectos de la divulgacion. En una
realizacion, el anticuerpo aislado o molécula se une a un epitopo de interleucina 2 humana (hIL-2) que comprende los
aminoacidos K52, P54, K55, T57, R58, T61, F62, K63, Q94 y K96. En ofra realizacion, el anticuerpo o molécula aislada
se une a un epitopo que comprende ademas uno cualquiera o mas de los aminoacidos N50, N53, N91, L92, A93 y
N97. También se proporciona un anticuerpo o molécula aislada, que comprende una superficie de reconocimiento de
antigeno que tiene caracteristicas de reconocimiento de epitopo equivalentes a un anticuerpo o fragmento del mismo
de unidn a antigeno de acuerdo con otros aspectos.

Siempre que las alternativas para caracteristicas separables individuales tales como, por ejemplo, una secuencia de
codificacion o epitopo de unidn se expongan en el presente documento como "realizaciones", debe entenderse que
tales alternativas pueden combinarse libremente para formar realizaciones discretas de la invencion divulgada en el
presente documento.

La invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos y figuras, a partir de los cuales pueden
extraerse realizaciones y ventajas adicionales. Estos ejemplos estan destinados a ilustrar la invencion tal como se
define en las reivindicaciones pero no a limitar su alcance.

Definiciones

Por "interleucina 2 humana" o "hIL-2" se entiende la proteina designada UniProt ID P60568 y se reproduce como la
SEQ ID NO: 1.

La identidad en el contexto de la presente especificacién es un Unico parametro cuantitativo que representa el resultado
de una comparacion de secuencia posicion por posicion. Los métodos de comparacion de secuencias son conocidos
en la técnica; El algoritmo BLAST disponible publicamente es un ejemplo. Un ejemplo de este tipo para la comparacion
de secuencias de acido nucleico es el algoritmo BLASTN que utiliza la configuracion predeterminada: umbral
esperado: 10; tamafio de palabra: 28; coincidencias maximas en un intervalo de consulta: 0; puntajes de
coincidencia/falta de coincidencia: 1-2; costos por hueco: lineal. En ausencia de otras variables de medicion, la
identidad se medira de acuerdo con la especificaciéon anterior.

En el contexto de la presente memoria descriptiva, el término anticuerpo se usa en su significado conocido en la
técnica de biologia e inmunologia celular; se refiere a anticuerpos completos, cualquier fragmento de unién a antigeno
o cadenas individuales de los mismos y constructos relacionados o derivados. Un anticuerpo completo es una
glicoproteina que comprende al menos dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas por
enlaces disulfuro. Cada cadena pesada esta compuesta por una region variable de cadena pesada (V4) y una region
constante de cadena pesada (Cy). La region constante de la cadena pesada esta compuesta por tres dominios, Cu1,
Ch2 y Cu3. Cada cadena ligera estd compuesta por una region variable de la cadena ligera (abreviada en este
documento como V) y una region constante de la cadena ligera (C.). La region constante de la cadena ligera se
compone de un dominio, CL. Las regiones Vy y Vi pueden subdividirse en regiones de hipervariabilidad, denominadas
20 regiones determinantes de complementariedad (CDR), intercaladas con regiones que estan mas conservadas,
denominadas regiones marco (FR). Cada Vu y V. se compone de tres CDR y cuatro FR dispuestas desde el terminal
amino hasta el terminal carboxilo en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDRS3, FR4. Las regiones
variables de las cadenas pesada y ligera contienen un dominio de unién que interactia con un antigeno. Las regiones
constantes de los anticuerpos pueden mediar la unién de la inmunoglobulina a los tejidos o factores del huésped,
incluidas varias células del sistema inmunitario (por ejemplo, células efectoras) y el primer componente del sistema de
complemento clasico.

En el contexto de la presente memoria descriptiva, el término porciéon de union a antigeno o fragmento de union a
antigeno se usa en su significado conocido en la técnica de biologia e inmunologia celular; se refiere a uno o mas
fragmentos de un anticuerpo intacto que retiene la capacidad de unirse especificamente a un antigeno dado (por
ejemplo, interleucina 2). Las funciones de unioén a antigeno de un anticuerpo pueden realizarse mediante fragmentos
de un anticuerpo intacto. Los ejemplos de fragmentos de unién incluidos dentro del término porcién de union a antigeno
o fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo incluyen un fragmento Fab, un fragmento monovalente que consiste
en los dominios V(, Vy, CL y Cu; un fragmento F(ab),, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab
unidos por un puente disulfuro en la region bisagra; un fragmento Fd que consiste en los dominios Vy y Cy; un
fragmento Fv que consiste en los dominios V. y V de un solo brazo de un anticuerpo; un fragmento de anticuerpo de
dominio Unico (dAb), que consiste en un dominio Vy o un dominio V| ; y una regién determinante de complementariedad
(CDR) aislada. HCDR significa una CDR de la cadena pesada y LCDR significa una CDR de la cadena ligera.

En el contexto de la presente memoria descriptiva, el término anticuerpo quimérico se usa en su significado conocido
en la técnica de biologia e inmunologia celular; se refiere a una molécula de anticuerpo en la que la region constante,
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0 una porcion de la misma, se altera, reemplaza o intercambia de modo que el sitio de union al antigeno (region
variable) se une a una regidn constante de una clase diferente o alterada, funcion efectora y/o especie, o una molécula
completamente diferente que confiere nuevas propiedades al anticuerpo quimérico, por ejemplo, una enzima, citocina,
toxina, hormona, factor de crecimiento, farmaco, etc. Por ejemplo, un anticuerpo puede modificarse reemplazando su
region constante con una citocina. Debido al reemplazo con una citocina, el anticuerpo quimérico puede retener su
especificidad en el reconocimiento del antigeno mientras tiene también la funcién, o parte de ella, de la molécula de
citocina original.

En el contexto de la presente memoria descriptiva, el término hibridoma se usa en su significado conocido en la técnica
de la biologia celular y la bioquimica; se refiere a una célula hibrida creada por fusion de una célula B productora de
anticuerpos especificos con una célula de mieloma (cancer de células B). Las células de hibridoma pueden crecer en
cultivo de tejidos y producir anticuerpos de una especificidad Unica (anticuerpos monoclonales).

En el contexto de la presente memoria descriptiva, el término fragmento variable de cadena sencilla (scFv) se usa en
su significado conocido en la técnica de biologia celular y bioquimica; se refiere a una proteina de fusion de las
regiones variables de las cadenas pesada (Vh) y ligera (VL) de las inmunoglobulinas, conectadas con un péptido
conector corto de diez a aproximadamente 25 aminoacidos. El scFv conserva la especificidad de la inmunoglobulina
original, a pesar de la eliminacién de las regiones constantes y la introduccion del enlazador.

En el contexto de la presente memoria descriptiva, el término fragmento de union a antigeno (Fab) se usa en su
significado conocido en la técnica de biologia e inmunologia celular; se refiere a una regioén en un anticuerpo que se
une a antigenos. Se compone de un dominio constante y uno variable de cada una de las cadenas pesada (Vh) y
ligera (VL) de las inmunoglobulinas. Estos dominios dan forma al sitio de unién al antigeno en el extremo terminal
amino del monémero.

En el contexto de la presente memoria descriptiva, el término constante de disociacion (Kp) se usa en su significado
conocido en el arte de la quimica y la fisica; se refiere a una constante de equilibrio que mide la propension de un
objeto mas grande a disociarse reversiblemente en componentes mas pequefios, como cuando un complejo se
desmorona en sus moléculas componentes. Kp se expresa en unidades molares [M] y corresponde a la concentracion
de [Ab] a la que los sitios de unién de [Ag] estan medio ocupados. En otras palabras, la concentracion de [Ab] no unido
es igual a la concentracion del complejo [AbAg]. La constante de disociacion se puede calcular de acuerdo con la
siguiente formula:

_[Ab] + [Ag]
P~ [AbAg]

[Ab]: concentracion de anticuerpo; [Ag]: concentracion de antigeno; [AbAg]: concentracion del complejo anticuerpo-
antigeno

En el contexto de la presente memoria descriptiva, los términos tasa de disociacion (Kaisociacien; [1/s]) ¥ tasa de
asociacion (Kasociacion; [1/s * M]) se usan en su significado conocido en la técnica de quimica y fisica; se refieren a una
constante de velocidad que mide la disociacion (Kgisociacien) 0 @sociacion (Kasodiacisn) de 5, un anticuerpo con su antigeno
objetivo. Kaisociacion ¥ Kasociacisn pueden determinarse experimentalmente utilizando métodos bien establecidos en la
técnica. Un método para determinar la Kaisociacion ¥ Kasociacion d€ un anticuerpo emplea resonancia de plasmoén
superficial. Este es el principio detras de los sistemas de biosensores tales como el sistema Biacore® o el ProteOn®.
También se pueden usar para determinar la constante de disociacion Kp usando la siguiente férmula:

Hp = [Kmmmacmnl

=
L hasociac idr!

En el contexto de la presente memoria descriptiva, el término anticuerpos humanizados se usa en su significado
conocido en la técnica de la biologia celular y la bioquimica; se refiere a anticuerpos producidos originalmente por
células inmunes de una especie no humana, cuyas secuencias de proteinas se han modificado para aumentar su
similitud con las variantes de anticuerpos producidas naturalmente en humanos.

En el contexto de la presente memoria descriptiva, el término no reactividad cruzada medible se refiere a la falta de
capacidad de un anticuerpo para reconocer y unirse a proteinas ortélogas de otras especies. Por ejemplo, un
anticuerpo dirigido contra la interleucina 2 humana no tendria una reactividad cruzada medible con la interleucina 2
murina si, en condiciones adecuadas, la unién del anticuerpo a la interleucina 2 murina no se pudiera detectar con
métodos suficientemente sensibles tales como la resonancia de plasmoén superficial. Un ejemplo de este tipo de
reactividad cruzada no medible se muestra en la Figura 9 para el anticuerpo en el panel inferior (NARA1).

Como se usa en el presente documento, un anticuerpo o una proteina que "se une especificamente a hiL-2" se refiere

a un anticuerpo o proteina que se une al polipéptido IL-2 humano con una Kp de 100 nM o menos, 10 nM o menos, 1
nM o menos, 100 pM o menos, o 10 pM o menos. Un anticuerpo que "reacciona de forma cruzada con un antigeno
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que no sea la IL-2 humana" se refiere a un anticuerpo que se une a ese antigeno con una Kp de 10 nM o menos, 1
nM o menos, o 100 pM o menos. Un anticuerpo que "no reacciona de forma cruzada con un antigeno particular" se
refiere a un anticuerpo que se une a ese antigeno, con una Kp de 100 nM o mayor, o una Kp de 1 yM o mayor, o una
Kp de 10 uM o mayor. En ciertas realizaciones, tales anticuerpos que no reaccionan de forma cruzada con el antigeno
exhiben una unién esencialmente indetectable contra estas proteinas en ensayos de union estandar.

El término "epitopo” significa un determinante de proteina capaz de unirse especificamente a un anticuerpo. Los
epitopos generalmente consisten en agrupaciones de moléculas de superficie quimicamente activas, tales como
aminoacidos o cadenas laterales de azlcar, y generalmente tienen caracteristicas estructurales tridimensionales
especificas, asi como caracteristicas de carga especificas. Los epitopos conformacionales y no conformacionales se
distinguen porque la union al primero pero no al segundo se pierde en presencia de disolventes desnaturalizantes.

El término "dominio de unién al epitopo” o "EBD" se refiere a porciones de una molécula de union (por ejemplo, un
anticuerpo o fragmento de unidn al epitopo o derivado del mismo), que interactia especificamente con (por ejemplo,
por unién, impedimento estérico, estabilizacion/desestabilizacion, distribucion espacial) un sitio de unién en un epitopo
objetivo. EBD también se refiere a uno o mas fragmentos de un anticuerpo que retienen la capacidad de interactuar
especificamente (por ejemplo, mediante unién, impedimento estérico, estabilizacion/desestabilizacion, distribucion
espacial) con un epitopo de IL-2 e inhiben la transduccion de sefales. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpos
incluyen, pero no se limitan a, un scFv, un fragmento Fab, un fragmento monovalente que consiste en los dominios
Vi, Vi, CL y Cu1; un fragmento F(ab)2, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos por un
puente disulfuro en la regidn bisagra; un fragmento Fd que consiste en los dominios Vy y Cu1; un fragmento Fv que
consiste en los dominios V| y Vy de un solo brazo de un anticuerpo; un fragmento dAb (Ward et al., (1989) Nature 341:
544-546), que consiste en un dominio Vy; y una region determinante de complementariedad (CDR) aislada.

Los EBD también incluyen anticuerpos de dominio Unico, maxicuerpos, unicuepos, minicuerpos, triacuerpos,
tetracuerpos, v-NAR y bis-scFv, como se conoce en la técnica (véase, por ejemplo, Hollinger y Hudson, (2005) Nature
Biotechnology 23: 1126-1136), diacuerpos de cadena sencilla biespecificos o diacuerpos de cadena sencilla disefiados
para unir dos epitopos distintos. Los EBD también incluyen moléculas similares a anticuerpos o miméticos de
anticuerpos, que incluyen, pero no se limitan a, minicuerpos, maxicuerpos, andamios de proteinas basados en Fn3,
repeticiones de Anquirina (también conocidas como DARpins), polipéptidos VASP, polipéptido pancreatico aviar (aPP),
Afilina, Knotinas, Dominios SH3, dominios PDZ, Tendamistat, Neocarzinostatina, dominios de proteina A, lipocalinas,
transferrina y dominios Kunitz que se unen especificamente a epitopos, que estan dentro del alcance de la divulgacion.
Los fragmentos de anticuerpos pueden injertarse en andamios basados en polipéptidos tales como Fibronectina tipo
lll (Fn3) (véase la patente de los Estados Unidos No. 6.703.199, que describe monocuerpos de polipéptidos de
fibronectina).

La presente invencion también abarca un anticuerpo contra la IL-2 humana, que es un anticuerpo aislado.

La frase "anticuerpo aislado”, como se usa en el presente documento, se refiere a un anticuerpo que esta
sustancialmente libre de otros anticuerpos que tienen diferentes especificidades antigénicas (por ejemplo, un
anticuerpo aislado que se une especificamente a hlL-2 esta sustancialmente libre de anticuerpos que se unen
especificamente a otros antigenos diferentes a hiL-2). Sin embargo, un anticuerpo aislado que se une especificamente
a hlL-2 puede tener reactividad cruzada con otros antigenos, tales como las moléculas de IL-2 de otras especies.
Ademas, un anticuerpo aislado puede estar sustancialmente libre de otro material celular y/o productos quimicos.

Los términos "acido nucleico" y "polinucleétido” o "secuencias de codificacion de nucledtidos" se usan indistintamente
y se refieren a una forma polimérica de nucledtidos de cualquier longitud, ya sea desoxirribonucleétidos o
ribonucledtidos o analogos de los mismos. Los polinucleétidos pueden tener cualquier estructura tridimensional y
pueden realizar cualquier funcion. Los siguientes son ejemplos no limitantes de polinucleétidos: un gen o fragmento
de gen (por ejemplo, una sonda, cebador, etiqueta EST o SAGE), exones, intrones, ARN mensajero (ARNm), ARN de
transferencia, ARN ribosémico, ribozimas, ADNc, polinucleétidos recombinantes, polinucleétidos ramificados,
plasmidos, vectores, ADN aislado de cualquier secuencia, ARN aislado de cualquier secuencia, sondas de acido
nucleico, ARNpi, ARNbp, agentes de ARNi y cebadores. Un polinucleétido puede modificarse o sustituirse en una o
mas bases, azucar y/o fosfato, con cualquiera de las diversas modificaciones o sustituciones descritas en este
documento o conocidas en la técnica. Un polinucleédtido puede comprender nucleétidos modificados, tales como
nucledtidos metilados y analogos de nucledtidos. Si estan presentes, se pueden impartir modificaciones a la estructura
de nucledtidos antes o después del ensamblaje del polimero. La secuencia de nucledtidos puede ser interrumpida por
componentes que no son nucledtidos. Un polinucleétido puede modificarse adicionalmente después de la
polimerizacién, tal como mediante conjugacion con un componente marcador. El término también se refiere a las
moléculas de cadena doble y sencilla. A menos que se especifique o requiera lo contrario, cualquier realizacion de
esta invenciéon que sea un polinucledtido abarca tanto la forma bicatenaria como cada una de las dos formas
monocatenarias complementarias conocidas o previstas para elaborar la forma bicatenaria.

El término "polipéptido" se usa indistintamente con el término "proteina" y en su sentido mas amplio se refiere a un

compuesto de dos o mas subunidades de aminoacidos, analogos de aminoacidos o peptidomiméticos. Las
subunidades pueden estar unidas por enlaces peptidicos. En otra realizacion, la subunidad puede estar unida por
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otros enlaces, por ejemplo, éster, éter, etc.

Como se usa en el presente documento, el término "tratar" o "tratamiento" de cualquier enfermedad o trastorno (por
ejemplo, cancer) se refiere en una realizacion a mejorar la enfermedad o trastorno (por ejemplo, ralentizar o detener
o reducir el desarrollo de la enfermedad o en al menos uno de los sintomas clinicos de la misma). En ofra realizacion,
"tratar" o "tratamiento” se refiere a aliviar o mejorar al menos un parametro fisico que incluye aquellos que pueden no
ser discernibles por el paciente. En otra realizacion mas, "tratar" o "tratamiento” se refiere a modular la enfermedad o
trastorno, ya sea fisicamente (por ejemplo, estabilizacion de un sintoma discernible), fisioldgicamente (por ejemplo,
estabilizacion de un parametro fisico) o ambos. Los métodos para evaluar el tratamiento y/o prevencion de
enfermedades generalmente se conocen en la técnica, a menos que se describa especificamente a continuacion.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra los ligantes anti-IL-2 humano. Los sobrenadantes de los clones de células B obtenidos después
de la fusion del hibridoma de células B se agregaron a una placa previamente recubierta con IL-2 humana. Los mAb
anti-IL-2 humanos se detectaron usando un anticuerpo biotinilado anti-IgG de raton.

La Figura 2 muestra el cribado de los mAb anti-IL-2 humana para la union al supuesto epitopo especifico de IL-2
humana. Las placas se recubrieron con 5344 (un mAb hIL-2 sin el comportamiento superagonista dirigido en el
presente documento) y se bloquearon, seguido de la adicion de IL-2 humana para permitir que la citocina se una a
5344, cubriendo asi un epitopo especifico de la IL-2. Luego se agregaron los sobrenadantes que daban una sefal
positiva en el primer cribado (véase Figura 1). Después de permitir que los mAb en los sobrenadantes se unan al
complejo IL-2-5344, se agregd un anticuerpo biotinilado MAB602 a la placa para evaluar si los mAb probados de los
sobrenadantes se unieron al mismo (llamados "competidores") o a una region diferente a MAB602. Los mAb
competidores condujeron a una absorbancia (OD450) que es dos veces menor que la absorbancia obtenida con
MABG602 solo (en este caso OD = 1,1, como se muestra en H11).

La Figura 3 muestra la competencia dependiente de la concentracion de hibridomas de células B. Los sobrenadantes
de 8 clones de hibridoma de células B competidoras del primer cribado (véase Figura 2) se expandieron y se
concentraron antes de su uso en este ensayo. Los sobrenadantes de estos 8 clones de hibridoma de células B
competidoras (marcados del 1 al 8) se afiadieron en cantidades crecientes. Los clones de hibridoma de células B
competidoras competentes redujeron la OD450 tanto como MABG602 o incluso mas, lo que es evidente para los clones
1y 2. MAB602 a diferentes concentraciones (circulos verdes abiertos) sirvié como control.

La Figura 4 muestra la proliferacion in vivo de células T CD8+. Las células T CD8+ marcadas con succinimidil éster
de carboxifluoresceina (CFSE) de ratones transgénicos IL-7 congénicos CD45.1 se transfirieron a ratones receptores
tipo silvestre congénicos CD45.2, seguido por inyecciones diarias de solucion salina tamponada con fosfato (PBS), IL-
2, IL-2 mas MAB602 (IL-2/MAB602), IL-2 mas 5344 (IL-2/5344), IL-2 mas hibridoma 1 (IL-2/Hib # 1) o IL-2 mas
hibridoma 2 (IL-2/Hib # 2) durante 4 dias. El dia 5, se analizaron los ganglios linfaticos y los bazo para ver los perfiles
de CFSE de las células T CD45.1+ CD8+ del donante. Se muestran los resultados obtenidos con los ganglios linfaticos,
se obtuvieron resultados similares en los bazos.

La Figura 5 muestra la caracterizacion fenotipica de las células T CD8+ enddgenas y las células NK después del
tratamiento in vivo usando IL-2 mas hibridoma 1 y 2. Los ratones fueron tratados como en la Figura 4, seguido de la
evaluacion por citometria de flujo de subconjuntos de células T CD8+ enddgenas y células NK en los ganglios linfaticos
y el bazo. Se muestran (A) los perfiles de CD8 frente a CD3 de células de ganglios linfaticos totales (graficos de la
izquierda) y perfiles de CD44 (células T activadas o de memoria) frente a CD122 (subunidad B del receptor de IL-2,
presente en las células T activadas o de memoria) de células de ganglios linfaticos CD3+ CD8+, o (B) perfiles NK1.1
frente a los perfiles CD3 de ratones que recibieron el tratamiento indicado. Las células T CD8+ activadas/de memoria
son altas para CD44 e intermedias a altas para CD122. Las células NK son negativas para CD3 y positivas para NK1.1.
Se obtuvieron resultados similares usando células de bazo.

La Figura 6 muestra recuentos totales de células de células T CD8+ activadas/de memoria y células NK en ganglios
linfaticos y bazos. Los animales fueron tratados y analizados como en la Figura 5. Se muestran los recuentos absolutos
de células T CD8+ altas en CD44+ (denominadas fenotipo de memoria, MP CD8+) y de células NK1.1 + NK negativas
para CD3 en ganglios linfaticos (panel superior) y bazo (panel inferior).

La Figura 7 muestra curvas de union de resonancia de plasmoén superficial del anticuerpo monoclonal comercialmente
disponible MAB602 (grafico izquierdo) y el anticuerpo monoclonal NARA1 (grafico derecho), que es el sujeto de esta
invencion, para IL-2 humana. Para este experimento se usé un chip GLM de acoplamiento de amina. La activacion de
los grupos de acido carboxilico en el chip se realizé6 usando una mezcla de clorhidrato de 1-etil-3-3-dimetilaminopropil
carbodiimida (EDC a 0,2 M) y sulfo N-hidroxisulfosuccinimidas (s_NHS a 0,05M) a razén de 30 mL/min durante 420
segundos. Los anticuerpos NARA1 y MAB602 se recubrieron en el chip a razén de 100 mg/mL en un tampoén de
acetato de sodio (10 mM, pH 4,5). La desactivacion fue seguida por la adicion de etanolamina HCI a razén de 30
mL/min durante 300 s. Finalmente, se afiadié IL-2 humana a diferentes concentraciones (a partir de 100 nM y seguida
por 3 de diluciones) a razén de 100 mL/min, 600 s de asociacion y 240 s de disociacion.
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La Figura 8 muestra curvas de union de resonancia de plasmoén superficial de IL-2 humana unida al anticuerpo
monoclonal NARA1 con las subunidades de receptores de IL-2 CD25 (usadas en el presente documento como una
fusion Fc de CD25-Fc), CD122, el anticuerpo monoclonal MAB602 o un anti-anticuerpo anti-hlL-2 que se une a un
epitopo IL-2 humano diferente que NARA1 y MAB602. El chip descrito en la Figura 7 recubierto con NARA1 y MAB602
fue reutilizado. La regeneracion del chip se realizé usando glicina 10 mM, pH 2,5, 30 mL/min, 60 s. Se afadio IL-2
humana a una concentracién de saturacion (1 mM), a razén de 100 mL/min, 120 s de asociacion y 0 s de disociacion.
Inmediatamente después de la asociacion de IL-2 a los anticuerpos, se agregaron los segundos analitos a razon de
100 mL/min, 120 s de asociacion y 240 s de disociacion. Las concentraciones utilizadas para la union cruzada fueron:
MAB602:50 nM; NARA1:50 nM; control positivo:50 nM; CD25-Fc:500 nM; CD122: 138 nM. Cuando hIL-2 se une a
NARA1, un anticuerpo anti-hIL-2 que reconoce un epitopo diferente de hiL-2 (en el presente documento denominado
‘control positivo') se une fuertemente al complejo hiL-2/NARA1 como se esperaba (linea verde en la Figura 8)
Alternativamente, IL-2Ra (en la forma de CD25-Fc) no puede unirse a hlL-2 cuando hIL-2 ya esta unido a NARA1
(linea rosa, Figura 8), sin embargo, IL-2R3 (CD122) todavia se une a hiL-2 cuando hIL-2 ya esta unido a NARA1 (linea
naranja, Figura 8).

La Figura 9 muestra las curvas de union de resonancia de plasmén superficial de los anticuerpos monoclonales
MABG602 (grafico superior) y NARA1 (grafico inferior) a IL-2 murina. El mismo chip usado para la generacion de los
datos en las Figuras 7 y 8 fue reutilizado. La regeneracion del chip se realizé con glicina 10 mM, pH 2,5, 30 mL/min,
60 s. La IL-2 de ratén (mlIL-2) o la IL-2 humana (hIL-2) comenzando a 10 nM y luego haciendo una dilucién triple se
inyectd6 a 100 mL/min, 120 s de asociacion, 5 y 240 s de disociacion. En el grafico superior, MAB602 muestra
reactividad cruzada al unirse a IL-2 de ratén. Especialmente, con concentraciones mas altas de interleucina 2 murina
(>1 nM) las curvas de union difieren significativamente de los niveles de fondo con 10 unidades de respuesta (RU)
muy superiores a 10. Mientras que NARA1 (grafico inferior) no muestra reactividad cruzada medible con IL-2 murina
en todas las concentraciones probadas.

La Figura 10 proporciona una vision general de la estructura tridimensional del complejo Proleucina/Fab-NARA1 como
se obtuvo en el Ejemplo 1.

La Figura 11 proporciona un analisis adicional de los residuos del epitopo. El eje X enumera la secuencia de
aminodcidos y la numeracion de acuerdo con la SEQ ID NO: 1. El lado superior del eje Y muestra el niumero total de
atomos de NARA1-Fab que estan dentro de 4 A del residuo correspondiente de Proleucina y el lado inferior del eje Y
muestra el area reducida accesible al solvente (A2) del residuo correspondiente de Proleucina como consecuencia de
la union a NARA1-Fab.

La Figura 12 ilustra el residuo de epitopo mas critico reconocido por el NARA1-Fab.

La Figura 13 muestra la superposicion del complejo Proleucina/NARA1-Fab con el complejo cuaternario IL-
2/CD25/CD122/CD132.

La Figura 14 muestra la superposicion de las hélices C de IL-2_C145A (PDB: 3INK), Superquina (PDB:3QB1), IL-
2/CD25/CD122/CD132 (PDB: 2B5l) y Proleucina/NARA1-Fab.

Descripcion detallada de la invencion

Hasta ahora, no se dispone de anticuerpos monoclonales adecuados para la invencion divulgada. Los inventores
divulgan sus mAb anti-IL-2 humanos que permiten las siguientes etapas cruciales hacia el uso y comercializacion de
esta tecnologia en aplicaciones clinicas:

e Secuenciacion adicional y caracterizacion fina de los mAb anti-IL-2 humanos.

e Humanizacion de los mAb anti-IL-2 humanos, que es esencial para evitar (0 minimizar) la inmunogenicidad en
pacientes.

e Generacion de diferentes formatos de mAb anti-IL-2 humanos, como IgG, IgG1, IgG4, Fab y Fv de cadena sencilla
(scFv).

e Generacion de una proteina de fusion que consiste en IL-2 humana y un mAb anti-IL-2 humano (o un fragmento
del mAb anti-IL-2 humano): tal constructo tiene la ventaja de consistir en un solo componente, en lugar de dos
como en IL-2 unido a un mAb anti-IL-2 humano.

Los inventores han generado y caracterizado mAb anti-IL-2 humanos especificos que pueden unirse a IL-2 humana y,
cuando se prueban en ratones, pueden ejercer una estimulacion especifica y potente de linfocitos citotoxicos, incluidas
Células T CD8+ y células asesinas naturales (NK). Con estos fines, se tuvieron que superar varias dificultades.

e |L-2 humana muestra una gran similitud con IL-2 de ratén y rata, por lo que IL-2 humana puede estimular los

linfocitos de ratén in vitro e in vivo. Ademas, IL-2 esta presente en altas concentraciones en los érganos inmunes
primarios (tales como la médula 6sea), razén por la cual la IL-2 es un antigeno "prohibido”, lo que significa que es
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muy dificil generar respuestas de células B que conduzcan a la neutralizacién de anticuerpos contra IL-2. Sin
embargo, los inventores pudieron producir respuestas de anticuerpos anti-IL-2 humanos policlonales, después de
la inmunizacion de ratones C57BL/6 usando IL-2 humana recombinante purificada mas adyuvante.

¢ De las respuestas de anticuerpos generadas, solo algunos mAb se unieron eficientemente a IL-2 (denominados
"aglutinantes") y de esos solo aproximadamente el 0,35% interactuaron con el supuesto sitio activo de IL-2.

¢ Finalmente, de estos mAb anti-IL-2 humana, algunos mostraron la actividad especifica y potente deseada in vivo
como se evalué mediante ensayos especializados in vivo en ratones que no son reemplazables por experimentos
in vitro.

Los inventores han desarrollado ensayos de cribado especificos que permiten la detecciéon de anticuerpos anti-IL-2
humanos especificos (denominados "aglutinantes") en el suero de animales inmunizados y en el sobrenadante de los
clones de células B obtenidos después de la fusion del hibridoma de células B. En una segunda etapa, se discrimind
entre aglutinantes estandar y aquellos dirigidos a un presunto epitopo especifico de la molécula de IL-2 humana. En
las Figuras 1 a 3 se muestra un ejemplo de un ensayo inmunosorbente ligado a enzimas (ELISA) in vitro realizado con
diferentes clones de células B.

Después del cribado in vitro de los mAb anti-IL-2 humanos, estos mAb se caracterizaron in vivo. Con este fin y para
obtener cantidades suficientes de mAb, los mAb se concentraron a partir del sobrenadante de los hibridomas, la
cantidad se estim6 usando un ELISA y finalmente los mAb anti-IL-2 humanos se probaron en ratones. Los resultados
obtenidos en la proliferacion y expansion de células T CD8+ y células NK se muestran en las Figuras 4 a 6.

Con el fin de caracterizar las propiedades de unién de los mAb anti-IL-2 humanos, se probé la unién a la interleucina
2 humana con ensayos de unién de resonancia de plasmoén superficial. EI mAb anti-IL-2 humano comercialmente
disponible MAB602 se midi6 como comparacion. En la Figura 7 se muestran curvas de unién de MAB602 (grafico
izquierdo) y NARA1 (un anticuerpo de acuerdo con esta invencion; grafico derecho) a interleucina 2 humana a
diferentes concentraciones. La constante de disociacion (Kp) asi como las constantes de velocidad Kasociacisn Y Kdisociacion
medidas para MAB602 y NARA1 se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1
Tabla 1: Propiedades de unién de mAb anti-IL-2 humanos a IL-2 humana
Kasociacic’)n (M*S-1) Kdisociacién (3-1) KD (nM)
MAB602 58 x 10* 4,94 x 10* 9,7
NARA1 1,78 x 10* 2,08 x 10°° 1,2
Ejemplos

Los anticuerpos de la invencion incluyen el anticuerpo NARA1, que se derivd, aislo y caracterizé estructuralmente por
su cadena pesada de longitud completa de acuerdo con la SEQ ID NO: 5 y sus secuencias de aminoacidos de cadena
ligera de longitud completa de acuerdo con la SEQ ID NO: 6.

Las regiones variables correspondientes, las secuencias de aminoacidos de V4 y Vi de NARA1 son: la SEQ ID NO:
19 (pesada variable) y la SEQ ID NO: 20 (ligera variable).

Las secuencias de codificacion de nucleétidos de cadenas ligera y pesada de longitud completa de NARA1 son la
SEQ ID NO: 3 (secuencia de codificacion de cadena pesada, que incluye la secuencia lider) y la SEQ ID NO: 4
(secuencia de codificacion de cadena ligera, que incluye la secuencia lider).

Las secuencias de codificacion de nucleétidos de cadenas ligera y pesada variables de NARA1 son la SEQ ID NO: 21
(secuencia de codificacion pesada variable) y la SEQ ID NO: 22 (secuencia de codificacion ligera variable).

Las regiones CDR de NARA1 se delinean usando el sistema de Kabat (Kabat, EA, et al.,1991, Sequences of Proteins
of Immunological Interest, Quinta edicion, Departamento de Salud y Servicios Humanos de los EE. UU., Publicacion
del NIH No. 91-3242, véase también Zhao & Lu 2009, Molecular Immunology 47: 694-700). Por facilidad de lectura,
cuando las regiones CDR se delinean de acuerdo con la definicion de Kabat, se denominan en lo sucesivo HCDR1,
HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2, LCDRS respectivamente. Las regiones CDR de NARA1 son: HCDR1 de acuerdo
con la SEQ ID NO: 7, HCDR2 de acuerdo con la SEQ ID NO: 8, HCDR3 de acuerdo con la SEQ ID NO: 9, LCDR1 de
acuerdo con la SEQ ID NO: 10, LCDR2 de acuerdo con la SEQ ID NO: 11, LCDR3 de acuerdo con la SEQ ID NO: 12.

Las secuencias de codificacion de nucleotidos para las regiones CDR de NARA1 son: secuencia de codificacion
HCDR1 de acuerdo con la SEQ ID NO: 13, secuencia de codificacion HCDR2 de acuerdo con la SEQ ID NO: 14,
secuencia de codificacion HCDR3 de acuerdo con la SEQ ID NO: 15, secuencia de codificacion LCDR1 de acuerdo
con la SEQ ID NO: 16, secuencia de codificacion LCDR2 de acuerdo con la SEQ ID NO: 17, secuencia de codificacion
LCDR3 de acuerdo con la SEQ ID NO: 18.

Las proteinas de fusion también se proporcionan de acuerdo con la SEQ ID NO: 23 y la SEQ ID NO: 24. La SEQ ID
NO: 23 es una proteina de fusién que comprende la cadena pesada variable de NARA1 con su extremo terminal N
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fusionado al extremo terminal C de hlL-2 a través de un enlazador GxS. La SEQ ID NO: 24 es una proteina de fusion
que comprende la cadena ligera variable de NARA1 con su extremo terminal N fusionado al extremo terminal C de
hIL-2 a través de un enlazador GxS.

(a) Ejemplo 1. Estructura cristalina de NARA1
(i) Material y métodos

Se determind la estructura compleja de un mutante de interleucina 2 humana (SEQ ID NO: 2), llamada "Proleucina”,
unida al fragmento Fab del anticuerpo "NARA 1" (SEQ ID NO: 5y 6). La numeracion resultante de los residuos en la
Proleucina se da de acuerdo con la numeracion de IL-2 de tipo silvestre.

Como se discutira en detalle a continuacion, las diferencias en la secuencia entre Proleucina y hiL-2 de tipo silvestre
son irrelevantes y la Proleucina es un modelo valido para el analisis estructural de hiL-2.

Para definir el epitopo, se uso6 cristalografia de rayos X para resolver la estructura a nivel atébmico del complejo
mencionado anteriormente. La cristalografia de rayos X es una tecnologia que se ha vuelto rutinaria y ampliamente
utilizada para generar datos estructurales para biomoléculas, incluidos los anticuerpos y sus complejos con antigenos
(Adams et al., (2013) Annual Review Biophysics 42: 265-287; Garman, (2014) Science 343: 1102-1108; JoachimiakK,
(2009) Current Opinion Structural Biology 19: 573-584.)

El antigeno, Proleucina, esta disponible comercialmente como un polvo liofilizado junto con excipientes (cada 1 mg de
Proleucina se mezcla con aproximadamente 50 mg de manitol, 0,18 mg de dodecilsulfato de sodio, 0,173 mg de
dihidrégeno fosfato de sodio y 0,89 mg de hidrogeno fosfato disédico). Antes de usarse para la formacion del complejo,
la Proleucina se purificé por HPLC de fase inversa para eliminar los excipientes.

El fragmento Fab de NARA1 (NARA1-Fab) se generd por escision con papaina del anticuerpo de longitud completa
seguido por cromatografia de proteina A. En resumen, se mezclaron 6,5 mL de NARA1 de longitud completa (9 mg/mL
en tampodn de citrato 50 mM con cloruro de sodio 90 mM a pH 7,0) con DTT 5 mM y 590 ug de papaina (Roche). La
reaccion de escision se mantuvo a temperatura ambiente durante 16 h y se detuvo mediante la adicion de 15 pL de
solucion E64 56 mM (Roche). La solucion de escision se diluyé 10 veces con Tris 25 mM, NaCl 25 mM, pH 8,0 y se
cargo en una columna de proteina A de 5 mL (GE Healthcare) equilibrada con un 5 volimenes de columna de Tris 25
mM, NaCl 25 mM, pH 8,0 y el fragmento Fab estaba en la fraccion de carga y el fragmento Fc se uni6 a la columna de
proteina A.

Para formar el complejo, se disolvid el polvo de Proleucina después de la HPLC en H,O a la concentracion de 5,5
mg/mL. Se afadieron 6,6 mg de Proleucina en exceso a 11,5 mg de solucién del fragmento Fab de NARA1 gota a
gota. La centrifugacion se uso para eliminar el exceso de Proleucina que se precipitd bajo las condiciones actuales. El
complejo se purifico luego por filtracion en gel con Superdex 200, 10 x 300 (GE Healthcare) con tampdn de proceso
de Tris 25 mM, NaCl 25 mM, pH 7 4.

El complejo proleucina/NARA1-Fab después de filtracion en gel se concentrd hasta 14 mg/mL y se cribé mediante el
método de difusién de vapor como gotas asentadas. La solucidn de proteina se mezcld 1:1 con tampodn de reserva
hasta un tamario total de 0,4 uL. Los experimentos se configuraron con el sistema roboético Phoenix (Art Robbins
Instruments), se almacenaron en un hotel RocKimager (Formulatrix) a 19 °Cy se tomaron imagenes automaticamente.
Los cristales se recolectaron 4 dias después del cribado bajo condiciones de polietilenglicol 3350 al 20% p/v y nitrato
de sodio 0,2 M. Los cristales se crioprotegieron con tampon de reserva que contenia 10% de glicerol y se congelaron
rapidamente en nitrégeno liquido antes de la recopilacion de datos. Los datos de difraccion se recolectaron con la
Swiss Light Source (Villigen, Suiza) en la linea del haz PX-Il con un detector de pixeles Pilatus usando una longitud
de onda de radiacion de rayos X de 0,99998 A

El conjunto de datos se proces6 con XDS y XSCALE (version 6 de diciembre de 2010) y la estructura se resolvié con
el método de reemplazo molecular con el programa PHASER usando la entrada del banco de datos de proteinas
"3INK" como modelo de busqueda para IL-2 y la entrada del Banco de Datos de Proteinas "3TTI" como modelo de
busqueda del fragmento Fab. La construccion y el refinamiento de modelos iterativos se realizaron con los programas
Coot (Kit de herramientas orientado al objetivo cristalografico) y AUTOBUSTER (Bricogne et al., 2011). Todas las
Figuras se generaron con el programa PyMOL (Molecular Graphics System; DelLano Scientific: Palo Alto, CA;
http://www.pymol.org).

Los residuos de epitopos se definen como aquellos residuos de Proleucina que estan dentro de una distancia de 4 A
de cualquier atomo en el fragmento Fab de NARA1 y se confirman aun mas por el programa CCP4 CONTACT y
AREAIMOL (Collaborative Computational Project, Nimero 4, version 6.4.0). De manera similar, los residuos de
paratopo se definen como aquellos residuos de NARA1-Fab que estan dentro de una distancia de 4 A de cualquier
atomo en la Proleucina.

(i) Resultados
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El complejo Proleucina/NARA1-Fab se resolvié a 1,95 A en el grupo espacial C 1 2 1 con una dimension de celda
unitaria a =201,8 A, b=36,2 A, c = 88,7 A, alfa = 90°, beta = 102.9° , gamma = 90°. Por favor consulte la Tabla 2 para
obtener estadisticas detalladas de la estructura. En cada unidad asimétrica, existe una molécula del complejo.

Tabla 2. Estadisticas de estructura para el complejo Proleucina/NARA1-Fab
Recoleccién de datos

Grupo espacial C121
Dimensiones de la celda

a, b, c(A) 201,757; 36,233; 88,707
a,b,g(°) 90; 102,93; 90
Resolucion (A) 58,74-1,95
Rfusion 0,066 (0,472)
l/a/ 14,18 (2,59)
Integridad (%) 84,8 (96)
Redundancia 3,19
Refinamiento

Resolucion (A) 58,74-1,95
No. de reflexiones 34750
Rtraba'o/RIibre 0,2052/0,2872
Grafico de Ramachandran

Delineadores 0,0162
Permitido 0,0378
Favorecido 0,9459
Desviaciones cuadraticas medias

Longitudes de enlace (A) 0,01

Angulos de enlace (°) 1,7

1) Analisis de epitopos y paratopos

La Figura 10 proporciona la vision general de la estructura tridimensional del complejo Proleucina/Fab-NARA1 como
la obtenida en el Ejemplo 1. La cadena ligera del fragmento Fab de NARA1 se designa como A, la cadena pesada del
fragmento Fab de NARA1 se muestra como B, los residuos de los epitopo reconocidos por NARA1-Fab se designan
como D, y Proleucina se designa como C y se resalta la mutacion, C1458S.

La Figura 11 proporciona un analisis adicional de los residuos de epitopos. El eje X enumera la secuencia de
aminoacidos y la numeracién de acuerdo con la SEQ ID NO: 1. El lado superior del eje Y demuestra el nimero total
de atomos de NARA1-Fab que estan dentro de 4 A del residuo correspondiente de Proleucina y el lado inferior del eje
Y demuestra el area reducida accesible al solvente (A2) después de la unién a NARA1-Fab.

La proleucina usada en el Ejemplo 1 contiene la mutacion de C145S. Como se muestra en la Figura 10, C145S esta
muy lejos de la region del epitopo. Ademas, la superposicion de atomos de Ca entre Proleucina en el Ejemplo 1 con
atomos de Ca de hiL-2 de tipo silvestre en el complejo con CD25, CD122 y CD132 (PDB: 2B5I) muestra la desviacion
cuadratica media de 0,447 A, lo que indica que la mutacién no perturba toda la estructura. Por lo tanto, la Proleucina
con la mutaciéon C145S es un modelo valido para el analisis estructural para hlIL-2 de tipo silvestre.

La hIL-2 es una proteina de haz de 4 hélices y las 4 hélices se nombran desde el extremo terminal N al extremo
terminal C como A, B, C y D, respectivamente. El epitopo reconocido por NARA1-Fab como se muestra en la Figura
10 es un epitopo conformacional y abarca dos regiones como se muestra en la Figura 11: una region (N50-K63)
comprende un bucle y una hélice corta y conecta las hélices A y B, y la otra regién (N91-N97) comprende un bucle y
conecta las hélices By C.

Los residuos de epitopos junto con los residuos de paratopos que interactian de NARA1-Fab se resumen en la Tabla
3. Entre todos los residuos de epitopos, Arg58 como se muestra en la Figura 11 es el residuo de epitopo mas critico
para la unién con NARA1-Fab, ya que este residuo solo tiene 42 atomos que interactian de NARA1-Fab y representa
el 17,7% del area de superficie total reducida accesible al disolvente como consecuencia de la union a NARA1-Fab.
Ademas, Arg58, como se muestra en la Figura 12, forma dos puentes salinos fuertes con Glu35 de HCDR1 y con
Asp100 de LCDRS3, respectivamente. Arg58 también hace interaccion de accion 1 con el anillo aromatico de Try100
de LCDRS. Los residuos K52, P54, K55, T57, T61, F62, K63, Q94 y K96 también se consideran importantes para la
union a NARA1-Fab, ya que todos muestran igual a/mas de 5 atomos que interactian de NARA1-Fab y mayores que
30 A2 del area reducida accesible al disolvente como se muestra en la Figura 11.
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Tabla 3. Resumen de epitopos y paratopos

Residuo de cadena ligera |Residuo del epitopo| Residuo de cadena pesada
Y31 N50
Y31 K52
Y31 N53
Y31, Y36, S95, N96 P54
K55 W99, G101, G103, Y105
D98 T57
D98, Y100 R58 L33, E35, W47, W99
T61 N52, S55, N59
F62 L33, N52
K63 S55
N91 G101, D102, G103
L92 W99, G101
A93 G101
Q94 D102, G103, Y104
D32, D34 K96 Y104
D32 N97

La Figura 12 ilustra Arg58 como el residuo del epitopo mas critico reconocido por NARA1-Fab. A representa
Proleucina, B representa la cadena pesada y C representa la cadena ligera. Los residuos involucrados se muestran
como barras.

2) propiedades de unién de NARA1-Fab

La Figura 13 muestra la superposicion del complejo Proleucina/NARA1-Fab con el complejo cuaternario IL-
2/CD25/CD122/CD132. La estructura del complejo cuaternario proviene de la entrada PDB "2B5I" con el dibujo D en
color cian palido que representa hIL-2 de tipo silvestre, el dibujo B en rojo que representa CD122, el dibujo C en azul
que representa CD132 y la superfice A en verde que representa CD25. En la estructura del complejo
Proleucina/NARA1-Fab, el dibujo D en color cian superpuesto con hlIL-2 tipo silvestre representa la Proleucina, el
dibujo E en magenta representa la cadena pesada y el dibujo F en amarillo representa la cadena ligera.

La superposicion de la estructura de los dos complejos, como se muestra en la Figura 13, muestra claramente que
NARA1-Fab forma una competencia directa contra CD25 pero no contra CD122/CD132, lo que es consistente con la
observacion de que el complejo IL-2/NARA1 demuestra principalmente actividad pro células T efectoras en lugar de
actividad pro células T reguladoras.

3) La hélice C de Proleucina en complejo con NARA1-Fab adopta una conformacioén similar a aquella del complejo
cuaternario

La Figura 14 muestra la superposicion de hélices C de IL-2_C145A (PDB: 3INK), Superquina (PDB: 3Q81), IL-
2/CD25/CD122/CD132 (PDB: 2B5I) y Proleucina/NARA1-Fab.

La interfaz polar entre la hélice C en IL-2 y CD122 juega un papel importante en la unién entre las dos partes (Wang
et al., (2005) Science 310: 1159-1163). En 2012, Levin et al., demostraron que la superquina, en un mutante de IL-2,
solo tiene una hélice C que adopta una confirmacion similar a la del complejo cuaternario y la superquina mostré una
afinidad de unién 215 veces mayor hacia CD122 que IL-2 de tipo silvestre (Levin et al., (2012) Nature 484: 529-533).
Se observé que dicho cambio conformacional en la hélice C esta asociado con la estabilizacién conformacional, que
luego reduce las penalizaciones energéticas por la unién a CD122. Como se muestra en la Figura 14, la conformacion
de la hélice C de Proleucina en complejo con NARA1-Fab también es similar a la observada en Superquina asi como
en el complejo cuaternario IL-2/CD25/CD122/CD132, por lo tanto, es posible que el complejo Proleucina/NARA1-Fab
puede demostrar una mayor afinidad de unién hacia CD122 de lo que lo hace hlIL-2 tipo silvestre.

(b) Ejemplo 2. Mapeo lineal de péptidos de NARA1 y MAB602

Con el fin de mapear el epitopo de los anticuerpos NARA1 y MAB602, se generé una primera biblioteca de péptidos
de 15 mer con base en la secuencia de IL2 humana. También se gener6é una segunda biblioteca de péptidos
seleccionados de 15 mer con base en la mutacion de 3 residuos especificos F(62), Y(65) y L(92). Las ultimas
mutaciones se realizaron con base en la muteina Roche/Glycart IL2, como se describe en el documento
WO02012/107417A1 que tiene estas 3 mutaciones. El trabajo previo realizado en el laboratorio Boyman (no publicado)
demostré que el mAb comercial 602 anti-IL-2 humano de ratén con funciéon analoga a la de A1 ha reducido fuertemente
la unién al mutante F42A de IL-2 (uno de los sitios de acoplamiento de IL-2 a CD25).

(i) Material y métodos
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Por consiguiente, cada péptido en la primera biblioteca tiene 15 aminoacidos y la secuencia se obtiene escaneando
la secuencia de interés (véase Tabla 4, péptidos de referencia 1 a 41) con una etapa de 3 residuos, comenzando
desde el extremo terminal N. Por lo tanto, se genera una escalera y cada péptido contiene 12 residuos superpuestos
con el péptido anterior y 12 residuos superpuestos con el siguiente péptido en la escalera. En total, se generaron 41
péptidos a partir de la secuencia de IL-2 humana expresada.

Se gener6 una segunda biblioteca de péptidos mutando F(62), Y(65) y L(92) a alanina en todos los péptidos
correspondientes en la primera biblioteca generada como se describié anteriormente (véase la Tabla 4, péptidos de
referencia no 42 a 60).

Para ambas bibliotecas, las cisteinas parentales han sido reemplazadas por una serina (residuos subrayados) para
evitar la union inespecifica.

Tabla 4. Biblioteca de péptidos de referencia

PéDti . Secuencia. Los residuos en negrita son la Alanina (A) que reemplaza residuos
éptido de referencia No. e . . o
especificos. Los residuos son la serina (S) que reemplaza las cisteinas (C)

1 APTSSSTKKTQLQLE
2 SSSTKKTQLQLEHLL
3 TKKTQLQLEHLLLDL
4 TQLQLEHLLLDLQMI
5 QLEHLLLDLQMILNG
6 HLLLDLQMILNGINN
7 LDLQMILNGINNYKN
8 QMILNGINNYKNPKL
9 LNGINNYKNPKLTRM
10 INNYKNPKLTRMLTF
11 YKNPKLTRMLTFKFY
12 PKLTRMLTFKFYMPK
13 TRMLTFKFYMPKKAT
14 LTFKFYMPKKATELK
15 KFYMPKKATELKHLQ
16 MPKKATELKHLQSLE
17 KATELKHLQSLEEEL
18 ELKHLQSLEEELKPL
19 HLQSLEEELKPLEEV
20 SLEEELKPLEEVLNL
21 EELKPLEEVLNLAQS
22 KPLEEVLNLAQSKNF
23 EEVLNLAQSKNFHLR
24 LNLAQSKNFHLRPRD
25 AQSKNFHLRPRDLIS
26 KNFHLRPRDLISNIN
27 HLRPRDLISNINVIV
28 PRDLISNINVIVLEL
29 LISNINVIVLELKGS
30 NINVIVLELKGSETT
31 VIVLELKGSETTFMS
32 LELKGSETTFMSEYA
33 KGSETTFMSEYADET
34 ETTFMSEYADETATI
35 FMSEYADETATIVEF
36 EYADETATIVEFLNR
37 DETATIVEFLNRWIT
38 ATIVEFLNRWITFSQ
39 VEFLNRWITFSQSII
40 LNRWITFSQSIISTL
41 NRWITFSQSIISTLT
42 INNYKNPKLTRMLTA
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43 YKNPKLTRMLTAKFY
47 YKNPKLTRMLTFKFA
52 YKNPKLTRMLTAKFA
44 PKLTRMLTAKFYMPK
48 PKLTRMLTFKFAMPK
53 PKLTRMLTAKFAMPK
45 TRMLTAKFYMPKKAT
49 TRMLTFKFAMPKKAT
54 TRMLTAKFAMPKKAT
46 LTAKFYMPKKATELK

50 LTFKFAMPKKATELK

55 LTAKFAMPKKATELK
51 KFAMPKKATELKHLQ
56 SLEEELKPLEEVLNA

57 EELKPLEEVLNAAQS

58 KPLEEVLNAAQSKNF
59 EEVLNAAQSKNFHLR
60 ANLAQSKNFHLRPRD

Ambos conjuntos de péptidos se imprimieron en portaobjetos de microarreglos por triplicado, se incubaron con los
anticuerpos de interés (MAb602 y NARA1) y los anticuerpos de control. Las incubaciones adicionales son con
anticuerpos no relacionados del mismo isotipo (control de ratén IgG2a/lambda y control de ratén IgG2a/Kappa) y
anticuerpos secundarios (anti-IgG de raton (Thermo 84545, etiqueta DL650) o anti-IgG de ratén (JIR 115-175- 072,
Etiqueta Cy5)) para evaluar la unién inespecifica debido al anticuerpo de deteccion. Los experimentos se realizaron
esencialmente como se describe en MaKsimov P, et al., 2012, PLoS One 7: €34212. doi: 10.13711journal.pone.
0034212.

La determinacion de la union péptido-anticuerpo se realizé6 mediante analisis RepliTope en le que el microarreglo de
péptidos (triplicado) se incubd con el anticuerpo primario seguido de un anticuerpo secundario marcado
fluorescentemente dirigido contra la parte Fc del primario. Todos las etapas se realizaron en una estacion de
procesamiento de microarreglos TECAN que permite etapas de incubacion y lavado altamente confiables y
reproducibles. Después de realizar las etapas de incubacion y posteriores a las etapas finales de lavado (para eliminar
los anticuerpos secundarios no unidos), los microarreglos se secaron usando una corriente de nitrogeno y se
escanearon en un sistema de escaneo de microarreglos de alta resolucion con ajustes de longitud de onda apropiados.
Las incubaciones de control se realizaron con un anticuerpo no relacionado que tenia el mismo isotipo para excluir
sefales positivas falsas.

Las imagenes resultantes se analizaron y cuantificaron utilizando el software de reconocimiento de puntos GenePix
(Molecular Devices). Para cada punto, se extrajo la intensidad media de la sefial (entre 0 y 65535 unidades arbitrarias).
Para una evaluacion adicional de los datos, se determinaron los valores de MMC2. EI MMC2 es igual al valor medio
de las tres instancias en el microarreglo. Excepto que el coeficiente de variacion (CV), desviacion estandar dividido
por el valor medio, es mayor 0,5, en este caso la media de los dos valores mas cercanos (MC2) se asigna a MMC2.

(i) Resultados

Los datos se resumen en la Tabla 5.

El anticuerpo anti-IL2 (NARA1) no mostré ninguna reactividad significativa hacia los péptidos inmovilizados. Solo el
péptido 10 exhibié una respuesta débil, sin embargo, este péptido también fue débilmente reconocido por los
anticuerpos de control de raton.

El anticuerpo comercial MAB602 (mlgG2a) proporciond algunas sefiales débiles en el péptido 22 a 26 y algunas fuertes
para los péptidos 10 a 13.

Tabla 5. Resultado del mapeo de epitopos lineales

Péptido de Secuencia Intensidad de sefial para Intensidad de sefial para

referencia MAB602 después de NARA1 después de restar

no. restar la sefal de control la sefial de control (AU)

(AU)

10 INNYKNPKLTRMLTF 45954 20883

11 YKNPKLTRMLTFKFY 49726 1189

12 PKLTRMLTFKFYMPK 28849 1127

13 5250 224
TRMLTFKFYMPKKAT
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22 KPLEEVLNLAQSKNF 4998 0

23 EEVLNLAQSKNFHLR 13287 32

24 LNLAQSKNFHLRPRD 3289 282

25 5220 0
AQSKNFHLRPRDLIS

26 KNFHLRPRDLISNIN 7509 0

Se considera que las secuencias superpuestas dentro de ambos conjuntos de péptidos contienen el aminoacido de
union al anticuerpo objetivo (Tabla 5). Un tramo es un aglutinante fuerte para MAB602 mientras que el otro es mas
bien un aglutinante débil para MAB602:

Fuerte: (57) TRMLTF (62)
Mas débil:  (96) KNF (98)

La mutacioén Ala en los residuos especificos F42(62), Y45(65), L72(92) mostré que el residuo F42(62) es claramente
un residuo importante para la unién al anticuerpo MAB602 (Tabla 6).

Tabla 6. Caracterizacion de la mutagénesis.

Péptido de Los resic}uos de secuen,cia en negrita son la|Intensidad de Ialseﬁal para |Intensidad de I.la sefal para

referencia No. Alanina (A).que estan rggmplazando MAB§02 después de restar NARN después de restar
residuos especificos la sefial de control (AU) la sefial de control (AU)

10 INNYKNPKLTRMLTF 45954 20883

42 INNYKNPKLTRMLTA 246 162

11 YKNPKLTRMLTFKFY 49726 1189

43 YKNPKLTRMLTAKFY 42784 507

47 YKNPKLTRMLTFKFA 21382 251

52 YKNPKLTRMLTAKFA 13089 238

12 PKLTRMLTFKFYMPK 28849 1127

44 PKLTRMLTAKFYMPK 5027 432

48 PKLTRMLTFKFAMPK 13394 6205

53 PKLTRMLTAKFAMPK 0 24

13 TRMLTFKFYMPKKAT 5250 224

45 TRMLTAKFYMPKKAT 0 0

49 TRMLTFKFAMPKKAT 3018 1492

54 TRMLTAKFAMPKKAT 0 0

Listado de secuencias
Los aminoacidos utiles y las secuencias de nucledtidos para practicar la invencion se encuentran en la Tabla 7.

Tabla 7. Listado de secuencias
SEQ ID NUMERO Region Ab Secuencia

SEQID NO: 1 IL-2 Humana MYRMOQLLSCIALSLALVINSAPTSSSTKETQLOLEHL
LLDLOMILNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKKATELK
HLOCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLISNINV
IVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWITFCQSI
ISTLT

SEQID NO: 2 Proleucina MAPTSSSTRRKTQLOLEHLLLDLOMILNGINNYKNPKL
TRMLTFRKFYMPKKATELKHLOCLEEELKPLEEVLNLA
QSKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMCEYADE
TATIVEFLNRWITFSQSITISTLT

Anticuerpo 1
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SEQ ID NUMERO

Region Ab

Secuencia

SEQID NO: 3

Cadena pesada de
ADN

ATGGAATGGAGCGGAGTCTTTATCTTTCTCCTGTCAG
TAACTGCAGGTGTTCACTCCCAGGTCCAGCTGCAGCA
GTCTGGAGCTGAGCTGGTAAGGCCTGGGACTTCAGTG
AAGGTGTCCTGCAAGGCTTCTGGATACGCCTTCACTA
ATTACTTGATAGAGTGGGTAAAGCAGAGGCCTGGACA
GGGECCTTGAGTGGATTGGAGTGATTAATCCTGGAAGT
GGTGGTACTAACTACAATGAGAAGTTCAAGGGCAAGG
CAACACTGACTGCAGACAAATCCTCCAGCACTGCCTA
CATGCAGCTCAGCAGCCTGACATCTGATGACTCTGCG
GTCTATTTCTGTGCAAGATGCAGGGGGGATGGTTACT
ACGCGTACTTCGATGTCTGGGGCGCAGGGACCACGGET
CACCGTCTCCTCAGCCAARACAACAGCCCCATCGGTC
TATCCACTGGCCCCTGTGTGTGGAGATACAACTGGCT
CCTCGGTGACTCTAGGATGCCTGGTCAAGGGTTATTT
CCCTGAGCCAGTGACCTTGACCTGGAACTCTGGATCC

(continuacion)

Anticuerpo 1

CTGTCCAGTGGTGTGCACACCTTCCCAGCTGETCCTGC
AGTCTGACCTCTACACCCTCAGCAGCTCAGTGACTGT
AACCTCGAGCACCTGGCCCAGCCAGTCCATCACCTGC
AATGTGGCCCACCCGGCAAGCAGCACCAAGGTGGACA
AGAAAATTGAGCCCAGAGGGCCCACAATCAAGCCCTG
TCCTCCATGCAAATGCCCAGCACCTAACCTCTTGGGET
GGACCATCCGTCTTCATCTTCCCTCCAAAGATCAAGG
ATGTACTCATGATCTCCCTGAGCCCCATAGTCACATG
TGTGGTGGETGCGATGTGAGCGAGGATGACCCAGATGTC
CAGATCAGCTGGTTTGTGAACAACCTGGAAGTACACA
CAGCTCAGACACAAACCCATAGAGAGGATTACAACAG
TACTCTCCGGGTGGTCAGTGCCCTCCCCATCCAGCAL
CAGGACTGGATCGAGTGGCAAGCGAGTTCAAATGCAAGG
TCAACAACAAAGACCTCCCAGCGCCCATCGAGAGAAC
CATCTCAAAACCCAAAGGGTCAGTAAGAGCTCCACAG
GTATATGTCTTGCCTCCACCAGAAGAAGAGATGACTA
AGAAACAGGTCACTCTGACCTGCATGGTCACAGACTT
CATGCCTGAAGACATTTACGTGGAGTGGACCAACAAC
GGGAABRACAGAGCTAAACTACAAGAACACTGAACCAG
TCCTGGACTCTGATGETTCTTACTTCATGTACAGCAA
GCTGAGAGTGGAAAAGAAGAACTGGGTGGARAGAAAT
AGCTACTCCTGTTCAGTGGTCCACGAGGGTCTGCACA
ATCACCACACGACTAAGAGCTTCTCCCGGACTCCGGG
TAAATGA

SEQID NO: 4

Cadena ligera de
ADN

ATGGAGACAGACACAATCCTGCTATGGGTGCTGCTGC
TCTGGGTTCCAGGCTCCACTGETGACATTGTGCTGAC
CCAATCTCCAGCTTCTTTGGCTGTGTCTCTAGGGCAG
AGGGCCACCATCTCCTGCAAGGCCAGCCARAGTGETTG
ATTATGATGGTGATAGTTATATGAACTGGTACCAACA
GAAACCAGGACAGCCACCCAAACTCCTCATCTATGCT
GCATCCAATCTAGAATCTGGGATCCCAGCCAGGTTTA
GTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACCCTCAACAT
CCATCCTGTGGAGGAGGAGGATGCTGCAACCTATTAC
TGTCAGCAAAGTAATGAGGATCCCGTACACGTTCGGAG
GGGGGACCAAGCTGGARATAAAACGGGCTCGATGCTGC
ACCAACTGTATCCATCTTCCCACCATCCAGTGAGCAG
TTAACATCTGGAGGTGCCTCAGTCGTGTGCTTCTTGA
ACAACTTCTACCCCARAGACATCAATGTCAAGTGGAA
GATTGATGGCAGTGAACGACAAAATGGCCGTCCTGAAC
AGTTGGACTGATCAGGACAGCAAAGACAGCACCTACA
GCATGAGCAGCACCCTCACGTTGACCAAGGACGAGTA
TGAACGACATAACAGCTATACCTGTGAGGCCACTCAC
AAGACATCAACTTCACCCATTGTCAAGAGCTTCAACA
GGAATGAGTGTTAG
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SEQID NO: 5

Cadena pesada

MEWSGVFIFLLSVTAGVHSQVOLOOSGAELVRPGTSV
KVSCKASGYAFINYLIEWVKQRPGQGLEWIGVINPGS
GCTNYNEKFKGKATLTADKSSSTAYMOLSSLTSDDSA
VYFCARWRGDGYYAYFDVWGAGTTVIVSSAKTTAPSV
YPLAPVCGDTTGSSVTLGCLVEGYFPEPVTLITWNSGS
LSSGVHTFPAVLOSDLYTLSSSVIVISSTWPSQSITC
NVAHPASSTKVDKKIEPRGPTIKPCPPCKCPAPNLLG
GPSVFIFPPEIKDVLMISLSPIVICVVVDVSEDDPDV
OISWFVNNVEVHTAQTQTHREDYNSTLRVVSALPIQH
ODWMSGKEFKCEVNNKDLPAPTERTISKPKGSVRAPQ
VYVLPPPEEEMTKKQVTLTCMVTDFMPEDIYVEWTNN
GKTELNYENTEPVLDSDGSYFMY SKLRVEKKINWVERN
SYSCSVVHEGLHNHHTTKSF SRTPGK

SEQID NO: 6

Cadena ligera

METDTILLWVLLLWVPGSTGDIVLTQSPASLAVSLGO
RATISCKASQSVDYDGDSYMNWYQORKPGOPPKLLIYA

ASNLESGIPARFSGSGSGTDFTLNIHPVEEEDAATYY
CQOSNEDPYTFGGGTKLEIKRADAAPTVSIFPPSSEQ
LTSGGASVVCFLNNFYPKDINVEWKIDGSERQNGVLN
SWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATH
KTSTSPIVKSFNRNEC
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SEQIDNO: 7 HCDR1 NYLIE

(Kabat)

SEQID NO: 8 HCDR2 VINPGSGGTNYNEKFKG

(Kabat)

SEQID NO: 9 HCDRS3 WRGDGYYAYFDV

(Kabat)

SEQ ID NO: 10 LCDR1 KASQSVDYDGDSYMN

(Kabat)

SEQ ID NO: 11 LCDR2 AASNLES

(Kabat)

SEQ ID NO: 12 LCDR3 QQSNEDPYT

(Kabat)

SEQ ID NO: 13 HCDR1 ADN AATTACTTGATAGAG

SEQ ID NO: 14 HCDR2 ADN GTGATTAATCCTGGAAGTGGTGGTACTAACTACAATG
AGAAGTTCAAGGGC

SEQ ID NO: 15 HCDR3 ADN TGGAGGGGGGATGGTTACTACGCGTACTTCGATGTC

SEQ ID NO: 16 LCDR1 ADN ABGGCCAGCCARAGTGTTGATTATGATGGTGATAGTT
ATATGAAC

SEQ ID NO: 17 LCDR2 ADN GCTGCATCCAATCTAGAATCT

SEQ ID NO: 18 LCDR3 ADN CAGCAAAGTAATGAGGATCCGTACACG

SEQ ID NO: 19 VH OVQLOOSGAELVRPGTSVRKVSCKASGYAFTNYLIEWV

KORPGOGLEWIGVINPGSGGTNYNEKFKGKATLTADK
S5SSTAYMQOLSSLTSDDSAVYFCARWRGDGYYAYFDVW
GAGTTVIVSS

SEQ ID NO: 20 VL DIVLTQSPASLAVSLGORATISCRKASQSVDYDGDSYM
NWYQOKPGQPPKLLIYAASNLESGIPARFSGSGSGTD
FTLNIHPVEEEDAATYYCQQOSNEDPYTFGGGTKLEIK

SEQ ID NO: 21 VH de ADN CAGGTCCAGCTGCAGCAGTCTGGAGCTGAGCTGGTAA
GGCCTGGGACTTCAGTGAAGGTGTCCTGCAAGGCTTC
TGGATACGCCTTCACTAATTACTTGATAGAGTGGGTA
AAGCAGAGGCCTGGACAGGGCCTTGAGTGGATTGGAG
TGATTAATCCTGGAAGTGGTGGTACTAACTACAATGA
GAAGTTCAAGGGCAAGGCAACACTGACTGCAGACAAA
TCCTCCAGCACTGCCTACATGCAGCTCAGCAGCCTGA
CATCTGATGACTCTGCGGTCTATTTCTGTGCAAGATG
GAGGGGGGATGGTTACTACGCGTACTTCGATGTCTGG
GGCGCAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA

SEQ ID NO: 22 VL de ADN GACATTGTGCTGACCCAATCTCCAGCTTCTTTGGCTG
TGTCTCTAGGGCAGAGGGCCACCATCTCCTGCAAGGC
CAGCCAAAGTGTTGATTATGATGGTGATAGTTATATG
AACTGGTACCAACAGAAACCAGGACAGCCACCCAANC
TCCTCATCTATGCTGCATCCAATCTAGAATCTGGGAT
CCCAGCCAGGTTTAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGAC
TTCACCCTCAACATCCATCCTGTGGAGCGAGGAGGATG
CTGCAACCTATTACTGTCAGCAAAGTAATGAGGATCC
GTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAAATAAAA
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SEQID NO: 23

Fusioén de cadena
pesada

MYRMOLLSCIALSLALVTNSAPTSSSTKKTQLOLEHL
LLDLOMILNGINNY KNPEKLTRMLIFKFYMPKKATELK
HLOCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLISNINV
IVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWITFCQST
ISTLTGGGGESGGGGSGGEGEESGGOVOLOOSGAELVRPG
TSVRKVSCRASGYAFTNYLIEWVKQRPGRDGLEWIGVIN
PGSGGTNYNEKFKGKATLTADKSSSTAYMOLSSLTSD
DSAVYFCARWRGDGYYAYFDVWGAGTTVIVSSAKTTA
PSVYPLAPVCGDTTGSSVTLGCLVEGYFPEPVTLTWN
SGELSSGVHTFPAVLOSDLYTLSSSVIVISSTWPSQS
ITCNVAHPASSTEVDKKIEPRGPTIKPCPPCKCPAPN
LLGGPSVFIFPPKIKDVLMISLSPIVTCVVVDVSEDD
PDVQISWEFVNNVEVHTAQTQTHREDYNSTLRVVSALP
TOHODWMSGKEFKCKVNNKDLPAPTIERTISKPKGSVR
APQVYVLPPPEEEMTKKQVITLTCMYTDFMPEDIYVEW
TNNGETELNYKNTEPVLDSDGSYFMY SKLRVEKENWY
ERNSYSCSVVHEGLHNHHTTKSFSRTPGK

SEQ ID NO: 24

Fusién de cadena
ligera

MYRMQLLSCIALSLALVINSAPTSSSTKKTQLOLEHL
LLDLOMILNGINNYKNPEKLTRMLTFEKFYMPEKATELK
HLOCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLISNINV
IVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWITFCOSI
ISTLTGGGGSGGGGSGEGGSGEDIVLTOSPASLAVSL
GORATISCKASQSVDYDGDSYMNWYQQKPGOPPKLLI
YAASNLESGIPARFSGSGSGTDFTLNIHPVEEEDAAT
YYCQQSNEDPYTFGGGTKLEIKRADAAPTVSIFPPSS
EQLTSGGASVVCFLNNFYFPEDINVEWKIDGSERQNGV
LNSWIDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEA
THKTSTSPIVKSFNRNEC
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal (mAb) especifico de interleucina 2 humana (hIL-2), o un fragmento del mismo de unién
a antigeno especifico de interleucina 2 humana (hlL-2) que comprende HCDR1 de acuerdo con la SEQ ID NO: 7,
HCDR?2 de acuerdo con la SEQ ID NO: 8, HCDR3 de acuerdo con la SEQ ID NO: 9, LCDR1 de acuerdo con la SEQ
ID NO: 10, LCDR2 de acuerdo con la SEQ ID NO: 11, LCDRS3 de acuerdo con la SEQ ID NO: 12, en el que la uniéon
de dicho anticuerpo o fragmento del mismo de unién a antigeno, a hlL-2 inhibe la unién de hIL-2 a CD25, y la unién a
hIL-2 se caracteriza por una constante de disociacion (Kp) < 7,5 nmol/L, < 5 nmol/L, < 3 nmol/L, < 2 nmol/lL 0 £ 1,5
nmol/L determinada en un ensayo de unién de resonancia de plasmoén superficial.

2. El anticuerpo monoclonal especifico de interleucina 2 humana (hlIL-2), o fragmento del mismo de unién a antigeno,
de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la unién a hiL-2 se caracteriza por una tasa de disociacion (Kgisociacion) <
1x10%s",<8x105s",<6x10%s",<4x105s",<3x105s1'0<2,1x10%s™.

3. El anticuerpo monoclonal especifico de interleucina 2 humana (hIL-2), o un fragmento del mismo de unién a
antigeno, de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que el anticuerpo, o fragmento del mismo de unién a antigeno,
no muestra reactividad cruzada medible a IL-2 murina.

4. El anticuerpo monoclonal especifico de interleucina 2 humana (hIL-2), o un fragmento del mismo de unién a
antigeno, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, caracterizado porque comprende al menos una
secuencia de VH y/o una secuencia de VL que tiene una identidad de = 80%, = 85%, = 90%, = 92%, = 93%, = 94%, =
95%, 2 96%, = 97% o0 = 98% en comparacion con las SEQ ID NOS: 19 o 20.

5. El anticuerpo o fragmento del mismo de unién a antigeno de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 4, que se une a un epitopo de interleucina 2 humana (hIL-2) que comprende los aminoacidos K52, P54, K55, T57,
R58, T61, F62 , K63, Q94 y K96.

6. El anticuerpo o fragmento del mismo de unién a antigeno de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que el epitopo
comprende ademas uno cualquiera o0 mas de los aminoacidos N50, N53, N91, L92, A93, N97.

7. Una molécula de acido nucleico que codifica el anticuerpo monoclonal especifico de interleucina 2 humana (hIL-2),
o un fragmento del mismo de unién a antigeno, de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4.

8. La molécula de acido nucleico de la reivindicacion 7, en la que dicha molécula de acido nucleico tiene una identidad
de secuencia = 60%, = 70%, = 80%, = 85%, = 90%, = 92%, = 93%, = 94%, = 95 %, = 96%, = 97% o = 98% en
comparacion con las SEQ ID NO: 3 0 4.

9. La molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 7, que comprende la secuencia de las SEQ ID NOS:
13, 14, 15, 16, 17, 18, 21 0 22, 0 una secuencia que tiene una identidad de = 80%, = 85%, = 90%, = 92%, = 93%, =
94%, = 95%, =2 96%, = 97% o0 = 98% en comparacion con cualquiera de las SEQ ID NOS: 13, 14, 15, 16, 17, 18,210
22.

10. Un vector que comprende la molécula de acido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 7, 8 0 9.

11. Una célula que comprende la molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 7, 8 0 9, o que expresa
la molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 7, 8 0 9.

12. Una célula capaz de producir un anticuerpo monoclonal (mAb) especifico de interleucina 2 humana (hIL-2), o un
fragmento del mismo de unién a antigeno, de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 4.

13. Una linea celular de hibridoma que produce anticuerpos monoclonales caracterizada porque dichos anticuerpos
producidos son aquellos de las reivindicaciones 1 a 4.

14. Una formulacioén terapéutica para su uso en el tratamiento del cancer o infecciones virales, que comprende:

a. el anticuerpo monoclonal (mAb) hlL-2, o el fragmento del mismo de unién a antigeno, de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 4,y
b. interleucina 2 humana.

15. El anticuerpo monoclonal especifico de interleucina 2 humano (hiL-2), o el fragmento del mismo de unién a
antigeno, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para uso en el tratamiento de cancer o infecciones
virales, en el que el anticuerpo, o fragmento del mismo de unién a antigeno se administra junto con interleucina 2
humana.

16. Una formulacion terapéutica para su uso en el tratamiento del cancer o infecciones virales, que contiene una
proteina de fusién que comprende:
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a. un fragmento de polipéptido de union a hlL-2 que comprende HCDR1 de acuerdo con la SEQ ID NO: 7, HCDR2 de
acuerdo con la SEQ ID NO: 8, HCDR3 de acuerdo con la SEQ ID NO: 9, LCDR1 de acuerdo con la SEQ ID NO: 10,
LCDR2 de acuerdo con la SEQ ID NO: 11, LCDR3 de acuerdo con la SEQ ID NO: 12, en el que la unién a hIL-2 se
caracteriza por una constante de disociacion (Kp) < 7,5 nmol/L, < 5 nmol/L, £ 3 nmol/L, < 2 nmol/L o < 1,5 nmol/L
determinada en un ensayo de unién de resonancia de plasmon superficial,

b. un fragmento de polipéptido IL-2 humano que tiene una identidad de = 85%, = 90%, = 92%, = 93%, = 94%, = 95%,
2 96%, = 97% o0 = 98% en comparacion con la SEQ ID NO: 1y, opcionalmente,

c. un enlazador de aminoacidos de 1 a 50, particularmente de 5 a 40, mas particularmente de 10 a 30, incluso mas
particularmente de 15 a 25 aminoacidos, que une el fragmento de polipéptido de unién a hiL-2 con el fragmento de
polipéptido de IL-2 humano como una cadena polipeptidica sencilla.

17. Una formulacion terapéutica para uso como un medicamento, que comprende: a. el anticuerpo monoclonal (mAb)
hiL-2, o el fragmento del mismo de unién a antigeno, de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,y
b. interleucina 2 humana.

18. Una formulacién terapéutica para uso como un medicamento, que contiene una proteina de fusién que comprende:

a. un fragmento de polipéptido de union a hlL-2 que comprende HCDR1 de acuerdo con la SEQ ID NO: 7, HCDR2 de
acuerdo con la SEQ ID NO: 8, HCDRS3 de acuerdo con la SEQ ID NO: 9, LCDR1 de acuerdo con la SEQ ID NO: 10,
LCDR2 de acuerdo con la SEQ ID NO: 11, LCDR3 de acuerdo con la SEQ ID NO: 12, en el que la unién a hIL-2 se
caracteriza por una constante de disociacion (Kp) < 7,5 nmol/L, < 5 nmol/L, £ 3 nmol/L, < 2 nmol/L o < 1,5 nmol/L
determinado en un ensayo de unién de resonancia de plasmon superficial,

b. un fragmento de polipéptido de IL-2 humano que tiene una identidad de = 85%, = 90%, = 92%, = 93%, = 94%, =
95%, = 96%, = 97% o0 = 98% en comparacion con la SEQ ID NO1, y, opcionalmente,

c. un enlazador de aminoacidos de 1 a 50, particularmente de 5 a 40, mas particularmente de 10 a 30, incluso mas
particularmente de 15 a 25 aminoacidos, que une el fragmento de polipéptido de unién a hiL-2 con el fragmento de
polipéptido de IL-2 humano como uno cadena polipeptidica sencilla.
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