ES 2 790 588 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacién: 2 790 588
Eint. a1

CO07K 1/00 (2006.01)
CO7K 16/00 (2006.01)
C12P 21/04 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: 17.05.2006  PCT/US2006/019403
Fecha y numero de publicacién internacional: 04.01.2007 WO07001677

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea:  17.05.2006 E 06784439 (9)

Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 19.02.2020  EP 1899364

Tl'tulo: Composiciones y métodos para inmunomodulacién en un organismo

Prioridad: @ Titular/es:

17.05.2005 US 681663 P UNIVERSITY OF CONNECTICUT (100.0%)
263 Farmington Avenue

Fecha de publicaciéon y mencién en BOPI de la Farmington, CT 06030, US
traduccion de la patente: @ Inventor/es:

28.10.2020 LEFRANCOIS, LEO y
STOKLASEK, THOMAS, A.

Agente/Representante:
CARVAJAL Y URQUUO, Isabel

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

ES 2790 588 T3

DESCRIPCION
Composiciones y métodos para inmunomodulacién en un organismo

Remision a solicitudes relacionadas

Declaracién sobre investigacién con subvencién federal

El gobierno de Estados Unidos tiene determinados derechos en esta invencién conforme al nimero de adjudicacion:
R01-AI51583 Role of IL-15 en CD8 T Cell Development and Response, concedido por el National Institutes of Health
(NIH).

Lista de secuencias

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a una composiciéon para su uso en un método de (i) tratamiento de cancer en un ser
humano; (ii) mejora de la vacunacién en un ser humano; (iii) aumento de las respuestas inmunitarias contra el cancer
en un ser humano; o (iv) potenciacién de la reconstitucion del sistema inmunitario después de trasplante de médula
Osea o células madre en un ser humano, en el que la composicion comprende un complejo polipeptidico preacoplado
que comprende un polipéptido de IL-15 y una forma soluble de un polipéptido de IL-15Ra, y en el que el complejo se
forma antes de su administracion.

Antecedentes

Los linfocitos son un tipo de glébulos blancos implicados en la regulacion del sistema inmunitario. Hay dos amplias
categorias de los linfocitos, concretamente los linfocitos T y los linfocitos B. Los linfocitos T son responsables de la
inmunidad celular, mientras que los linfocitos B son responsables de la inmunidad humoral (que se refiere a los
anticuerpos). Los linfocitos T se denominan de este modo porque estos linfocitos maduran en el timo y los linfocitos B
maduran en la médula 6sea (bone marrow en inglés). Los linfocitos son mucho mas comunes en el sistema linfatico,
e incluyen linfocitos B, linfocitos T, linfocitos T citoliticos y linfocitos citoliticos naturales. Los linfocitos B generan los
anticuerpos, que se unen a patdgenos para posibilitar su destruccion. Los linfocitos T CD4+ (auxiliares) coordinan la
respuesta inmunitaria (son los que llegan a alterarse en una infeccién por VIH). Los linfocitos T CD8+ (citotdxicos) y
los linfocitos citoliticos naturales (NK) pueden destruir células del organismo que estan infectadas por un virus o
presentan una secuencia antigénica.

Los linfocitos citoliticos naturales son granulocitos grandes CD56(+)CD3(-) que constituyen un componente clave de
la respuesta inmunitaria innata humana. Ademas de su potente actividad citolitica, los linfocitos NK expresan un gran
numero de citocinas y quimiocinas inmunorreguladoras que desempefian una funcién crucial en la eliminacion de los
patdégenos. Ademas, las interacciones entre los NK y otros inmunocitos estan implicadas en la activacion de la
respuesta inmunitaria adaptiva o especifica de antigeno.

Las interacciones entre los inmunocitos y las células inflamatorias estan mediadas en gran parte por proteinas
citocinas, por ejemplo, linfocinas tales como interleucinas (IL), que pueden promover el crecimiento celular, la
diferenciacion y la activacion funcional. Actualmente, se han descrito al menos veintitrés interleucinas y sus diversas
variantes de corte y empalme. Algunas de estas citocinas median distintos efectos bioldgicos, pero muchas tienen
actividades solapantes. La comprensién de la estructura y funcion de las interleucinas ha dado lugar a perspectivas
nuevas e importantes en la biologia fundamental de la inmunidad y la inflamacién. Por ejemplo, la interleucina 2 (IL-2)
y la IL-15 son dos citocinas distintas con propiedades parcialmente solapantes que estan implicadas en el desarrollo,
homeostasis y funcion de los linfocitos T y linfocitos NK.

La IL-2, antiguamente denominada factor de crecimiento de linfocitos T, es una linfocina inmunorreguladora potente
que se produce por linfocitos T activados por antigeno. Se produce por linfocitos T maduros al estimularse, pero
también constitutivamente por determinadas lineas celulares de linfoma de linfocitos T. La IL-2 es util en el estudio de
la naturaleza molecular de la diferenciacion de linfocitos T, y como potencia la actividad de los linfocitos citoliticos
naturales, puede ser util en la modulacion de la respuesta inmunitaria a los canceres, infecciones viricas o bacterianas.
Ademas, la IL-2 puede actuar como hormona del crecimiento tanto para linfocitos B como para linfocitos T, y estimula
la expansion clonal y la maduracién de estos linfocitos. La IL-2 se une a su complejo receptor (R) compuesto por las
cadenas IL-2R alfa ("IL-2Ra"), IL-2R beta ("IL-2Rb") y gamma ("gC"), y ejerce su efecto mediante segundos
mensajeros, principalmente tirosina cinasas, que finalmente estimulan la expresion génica.

La heterotrimerizacién de las cadenas del receptor da lugar a una unién de alta afinidad por IL-2. La importancia

funcional de IL-2Ra en los sistemas de células hematopoyéticas es bien conocida. Sin embargo, la posible funcion
que desempeiia IL-2Ra en la tumorigénesis todavia no se ha dilucidado completamente. Se ha encontrado expresion
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de IL-2Ra en muchos tipos de canceres, incluyendo leucemia, linfoma, de pulmén, mama, cabeza y cuello, y prostata.
Ademas, la alta expresion de IL-2Ra en tumores se correlaciona con un mal prondstico para el paciente.

La IL-15 es un miembro de la familia de grupo de cuatro hélices alfa de linfocinas y su ARNm puede detectarse en una
amplia diversidad de tejidos de linajes tanto no hematopoyéticos como hematopoyéticos, pero no se produce por
linfocitos T. La IL-15 es dificil de detectar a nivel proteinico in vivo, quizas debido a la corta semivida de la proteina y
el estricto control transcripcional y traduccional. La IL-15 es una proteina soluble generada por muchas células en el
organismo, que desempefia una funcién importante en el desarrollo del sistema inmunitario. La IL-15 se descubrid
simultaneamente en una linea celular de leucemia de linfocitos T de adulto y una linea celular epitelial de rifidén de
simio como una proteina de 14 kDa-16 kDa que podia estimular la linea celular de linfocitos T citotdxicos (CTLL) y la
proliferacién de linfocitos T en sangre periférica, e inducir que leucocitos mononucleares en la sangre periférica
muestren funcion efectora.

La IL-15 desempeiia una funcidon multifacética en el desarrollo y control del sistema inmunitario. Mas especificamente,
la IL-15 influye en la funcion, desarrollo, supervivencia y proliferacion de linfocitos T CD8+, linfocitos NK, linfocitos T
citoliticos, linfocitos B, linfocitos intraepiteliales intestinales (IEL) y células presentadoras de antigeno (APC). Se ha
demostrado que tanto los ratones transgénicos IL-15-/- como los IL-15Ra-/- carecen de poblaciones periféricas de
linfocitos NKy linfocitos T citoliticos, determinados subconjuntos de IEL y la mayoria de linfocitos T CD8+ con fenotipo
de memoria. Ademas, aunque los linfocitos T CD8+ de memoria especificos de antigeno pueden desarrollarse en
respuesta a patégenos en ambos tipos de ratones de inactivacion, la combinacion resultante de linfocitos T CD8+ de
memoria experimenta erosion drastica a lo largo del tiempo. Lo que sugiere una funcién crucial para IL-15 en la
mediacion de la proliferacion y supervivencia de linfocitos T CD8+ de memoria a largo plazo.

El receptor (R) de IL-15 consiste en tres polipéptidos, la cadena IL-15R alfa especifica de tipo ("IL-15Ra"), la IL-2/IL-
15Rbeta ("IL-2Rb") y la gamma comun ("gC", que esta compartida por multiples receptores de citocinas). Se cree que
la cadena IL-15Ra de alta afinidad (K4 = 10" M) forma un complejo heterotrimérico con la IL-2Rb compartida, y la gC.
Similar a IL-15, se cree que IL-15Ra se expresa por una amplia diversidad de tipos celulares, pero no necesariamente
junto con IL-2Rb y gC. Aunque se cree que las cadenas IL-15Ra, las IL-2Rb y las gC se asocian como un receptor
heterotrimérico, sigue sin conocerse si esta es la forma fisioldgicamente pertinente del receptor de IL-15. Por ejemplo,
la cadena IL-15Ra no coprecipita con la IL-2Rb/gC en presencia de IL-15.

Ademas, a diferencia de la cadena IL-2Ra, la cadena IL-15Ra aparentemente media la transduccién de sefales. La
IL-15Ra es una proteina de 58 - 60 kDa que comparte similitudes estructurales con la proteina IL-2Ra. Los genes de
IL-15Ra e IL-2Ra también comparten una organizaciéon de intrones y exones similar y estan muy ligados en el
cromosoma humano 10p14-p15. La IL-15Ra humana comparte aproximadamente un 45 % de homologia de
aminoacidos (aa) con la forma de ratén del receptor. Se han identificado ocho isoformas del ARNm de IL-15Ra
resultantes de eventos de corte y empalme alternativo que implican diferentes exones. La exclusién del exén 2
(AEx6n2) provoca una isoforma de IL-15Ra que no se une a IL-15. El ADNc humano de IL-15Ra-AExén3 codifica una
proteina de 267 aminoacidos (aa) que contiene una secuencia sefial de 30 aa, una region extracelular de 175 aa que
contiene un sitio de glucosilacién ligado a N, un dominio transmembranario de 21 aa y una cola citoplasmatica de 41
aa.

La sefalizacién de IL-15 puede producirse a través del complejo heterotrimérico de IL-15Ra, IL-2Rb y gC; a través del
complejo heterodimérico de IL-2Rb y gC; o a través de una subunidad novedosa IL-15RX de 60 - 65 kDa encontrada
en mastocitos. (Anderson, D.M. et al., 1995, J. Biol. Chem. 270:29862 - 29869; Waldemann, T.A. e Y. Tagaya, 1999,
Ann. Rev. Immunol., 17:19 - 49; Dubois, S. et al., 1999, J. Biol. Chem. 274:26978 - 26984). Recientemente, se ha
informado de que la union de IL-15 a IL-15Ra antagoniza la apoptosis mediada por TNF-alfa en fibroblastos mediante
competencia con TNFRI por la unién a TRAF2 (Bulfone-Paus, S. et al., 1999, FASEB 13:1575 - 1585).

Dados los efectos conocidos de IL-15 sobre el sistema inmunitario, varios grupos han propuesto abordar IL-15, para
manipular el sistema inmunitario para el beneficio de los hospedadores. Aunque se ha empleado la administracion de
IL-15 para fomentar las respuesta inmunitarias o mejorar la reconstitucion del sistema inmunitario, el bloqueo de la
actividad de IL-15 puede inhibir las respuestas autoinmunitarias. Por ejemplo, la administracién de una proteina IL-15-
Fc mutante que bloquea la actividad de IL-15 o una forma soluble de la IL-15Ra tiene potencial terapéutico en un
modelo de ratén de artritis y supervivencia de aloinjerto.

A la inversa, la IL-15 (proteina o vector de expresion de ADN) administrada como adyuvante durante vacunacion o
infeccidon mejora la inmunidad de linfocitos T CD8+, y el tratamiento con IL-15 puede potenciar la proteccion de los
ratones contra las dosis letales de Mycobacterium tuberculosis y Escherichia coli. Ademas, el tratamiento con IL-15
estimula la inmunidad anti-VIH y aumenta la supervivencia de los linfocitos CD4+ y CD8+ de los pacientes infectados
con VIH in vitro. La IL-15 también puede acelerar la reconstitucion inmunitaria después de trasplante de médula 6sea.
Varios grupos han descubierto que el tratamiento con IL-15, junto con quimioterapia, agonistas del receptor de tipo
Toll, o transferencia adoptiva de linfocitos T CD8+ reactivos al tumor, puede provocar una supervivencia aumentada
o regresion tumoral completa en modelos de tumor de ratén, en contraste con cada tratamiento en solitario. Por tanto,
la manipulacion de la actividad de IL-15 tiene potencial como modalidad terapéutica en varias situaciones clinicas.
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La IL-15 se esta usando actualmente en muchos estudios en que es deseable una potenciacién de la respuesta
inmunitaria. Estos incluyen aumentar la eficacia de las vacunas contra tumores e infecciones, asi como potenciar la
capacidad del organismo de eliminar los canceres en ausencia de vacunacion manifiesta. Ademas, la IL-15 puede
ayudar a regenerar el sistema inmunitario después de trasplante de médula ésea o en el SIDA. Sin embargo, la
semivida de la IL-15 in vivo es muy corta (de minutos a 1 hora o asi) y esta es una razén de su poca eficacia.
Actualmente, la Unica manera de obtener algun efecto de actividad de IL-15 es usando dosis grandes, e IL-15 en
solitario no siempre es eficaz. Los investigadores han intentado aumentar la semivida de IL-15 usando modificaciones
moleculares, pero estas en general han sido ineficaces. Por ejemplo, la PEGilacién (una técnica comun para aumentar
la semivida de las proteinas) de IL-15 aumenta la semivida, pero destruye la mayoria de la actividad de la citocina, de
hecho, PEG-IL-15 es un antagonista de la actividad de IL-15.

Por lo tanto, existe una necesidad insatisfecha de proporcionar una forma terapéutica adecuada de IL-15 que
demuestre una semivida mas larga, y una mayor eficacia a dosificaciones inferiores cuando se administre a un
organismo que lo necesite con el fin de modular o potenciar la inmunidad. Dicho agente terapéutico permitiria la
administracion de menos citocina, mientras se proporciona simultaneamente la potenciacion del sistema inmunitario
del hospedador mas alla de los efectos de IL-15 en solitario.

El trabajo de Burkett et al. (PNAS USA, 2003, 100: 4724) describié que IL-15Ra/IL-15 unido a placa puede mantener
la supervivencia de linfocitos T de memoria CD8 purificados in vitro. Los experimentos de Dubois et al. (Immunity,
2002, 17: 537) detallaron que IL-15 e IL-15Ra forman complejos estables sobre la superficie celular de monocitos
activados y estos complejos de IL-15/IL-15Ra unidos a superficie celular se dirigen a linfocitos T CD8 que expresan
unicamente IL-2/15RB y yc tras la interaccion de célula-célula. En estos dos estudios, la IL-15Ra usada se inmovilizd
en una superficie; ya fuera una superficie de una placa o una superficie celular y ninguno de estos estudios describid
la formacion de complejos de IL-15 con una forma soluble de IL-15Ra que no estuviera inmovilizada en una superficie.

Fischer et al. (Nature Biotechnology 1997, 15: 142) describen una proteina de fusién que comprende un componente
IL-6 y un componente receptor de IL-6 (IL-6R) dentro de una sola cadena polipeptidica. La proteina de fusion de IL-
6/IL-6R puede expandir de forma eficaz las células progenitoras madre hematopoyéticas humanas ex vivo. Asimismo,
Pflanz et al. (FEBS Lett, 1999, 450: 117) describen una proteina de fusidon que comprende un componente IL-11 y un
componente IL-11R dentro de una sola cadena polipeptidica. La IL-11 pertenece a la misma subfamilia de las citocinas
de grupo de 4 hélices como IL-6, pero estas dos citocinas son distintas de IL-15 y tienen diferentes actividades y
mecanismos de accion.

Mortier et al. (J. Biol. Chemistry 2006, 281(3): 1612) distinguen la actividad biolégica de IL-6R soluble de IL-15Ra
soluble y divulgan que receptores solubles de citocinas pueden funcionar como antagonistas naturales (tales como IL-
2Ra, IL-4R, LIF-R), agonistas bioldgicos (tales como IL-6R, CNTF-R), moléculas transportadoras (tales como IL-4R) o
chaperonas para proteger sus ligandos de la degradacion proteolitica. La IL-15Ra soluble actia como antagonista
inhibiendo la actividad bioldgica de IL-15 a niveles muy bajos, a diferencia del receptor soluble de IL-6.

Wei et al. (J. Immunology 2001, 167(1): 277) realizaron experimentos para localizar el dominio funcional de IL-15Ra.
Construyeron diversas versiones truncadas de slL-15Ra y determinaron la unién a IL-15. La regién mas corta que
retenia actividad de unién a IL-15 fue una secuencia de 65 aminoacidos que abarcaba el dominio Sushi de IL-15Ra.
Los dominios Sushi son motivos comunes en las interacciones de proteina-proteina, que contienen cuatro cisteinas
que forman dos enlaces disulfuro en un patrén 1-3 y 2-4.

Nuestros estudios mostraron que la IL-15Ra actua "transpresentando" IL-15 a células opuestas que expresan el
complejo de IL-2/15Rb/gC sin necesidad de expresion de IL-15Ra. Ademas, in vitro, IL-15 unida a una quimera
compuesta por la parte soluble de la IL-15Ra unida covalentemente a una regién Fc de anticuerpo (IL-15Ra-Fc) (R&D
Systems, Inc., Mineapolis, MN), mantiene la supervivencia de linfocitos T CD8 de memoria IL-15Ra-/-, en contraste
con cualquier componente en solitario.

Los expertos en la técnica pertinente han percibido en general que la parte soluble de la IL-15Ra es un inhibidor de la
accion de IL-15. De hecho, una investigacion publicada ha demostrado que IL-15Ra puede inhibir la actividad de IL-
15 in vitro e in vivo. Actualmente, nadie ha ideado todavia un sistema en que IL-15 e IL-15Ra se preacoplen antes de
su administracién como un tratamiento in vivo.

Sumario de la invencién

La presente divulgacion con fines de referencia (también denominada divulgacion con fines de referencia a partir de
ahora en este documento) describe una composicion de polipéptido terapéutico y métodos para su administracién a
un individuo que lo necesita. También se divulgan acidos nucleicos y polipéptidos codificados por los mismos, asi
como composiciones relacionadas que incluyen vectores de acido nucleico que contienen los acidos nucleicos, lineas
celulares que contienen los acidos nucleicos, y anticuerpos (por ejemplo, policlonales, monoclonales, quiméricos, etc.)
que se unen al polipéptido terapéutico divulgado. La presente divulgacion con fines de referencia también se refiere a
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métodos para generar un agente terapéutico que comprende al menos una linfocina o parte de la misma, en un
complejo preacoplado con al menos un receptor de linfocinas o parte del mismo. Se observé sorprendente e
inesperadamente que la combinacion preacoplada de la invencion demuestra una semivida mas larga in vivo, y mayor
eficacia terapéutica que la observada con la administracion de IL-15 en solitario.

La divulgacién con fines de referencia engloba ademas moléculas de acido nucleico que tiene al menos un 25 % de
homologia con las secuencias de nucleétidos mostradas en las SEQ ID NO: 1-4 y 13-16. Los expertos en la materia
apreciaran que los polimorfismos de secuencia de ADN que dan lugar a cambios en las secuencias de aminoacidos
de los polipéptidos NOVX pueden existir dentro de una poblacién (por ejemplo, la poblacién humana). Dicho
polimorfismo genético en los genes de NOVX pueden existir entre individuos dentro de una poblacién debido a
variacion alélica natural. Como se usa en este documento, las expresiones "gen" y "y gen recombinante" se refieren a
moléculas de 4cido nucleico que comprenden un marco abierto de lectura (ORF - open reading frame) que codifica un
polipéptido de interleucina y/o de receptor de interleucina, preferiblemente de un vertebrado. Dichas variaciones
alélicas naturales pueden provocar tipicamente una variacién de un 1-5 % en la secuencia de nucleétidos.

En un aspecto, la divulgacion con fines de referencia se refiere a acidos nucleicos y moléculas polinucleotidicas que
codifican una linfocina o partes de la misma. Ademas, la divulgacidon con fines de referencia se refiere a acidos
nucleicos y moléculas polinucleotidicas que codifican un receptor de linfocinas o partes del mismo y contempla el uso
de polinucleétidos que codifican sustancialmente la proteina de longitud completa, polipéptidos de tipo silvestre o
mutantes; segmentos concretos, dominios, subdominios, fragmentos, mutaciones de eliminacién o insercion;
quimeras; e isoformas y variantes de corte y empalme. Este aspecto de la divulgacion con fines de referencia también
incluye acidos nucleicos que comprenden un segmento que codifica al menos una linfocina o parte de la misma,
contiguo con un segmento que codifica al menos un receptor de linfocinas o partes del mismo dentro de un solo marco
abierto de lectura (ORF). En determinadas realizaciones, los acidos nucleicos de la divulgacion con fines de referencia
comprenden al menos un segmento polinucleotidico adicional que corresponde a secuencias reguladoras de la
transcripcion (por ejemplo, promotores, promotores inducibles, potenciadores y similares); secuencias de proteinas de
fusion (por ejemplo, marca de His, GST, GFP, partes Fc de anticuerpo, resistencia a antibioticos, péptidos sefal y
similares); y/o secuencias conectoras dispuestas en el extremo 5', extremo 3' 0 en una ubicacion dentro de las
secuencias que codifican el polipéptido; y/o combinaciones de los mismos. En cualquiera de las realizaciones descritas
en este documento, los polinucleétidos de la divulgacion con fines de referencia también pueden estar dispuestos en
un vector virico adecuado, pldsmidos bacterianos o cromosoma artificial adecuado para clonacién y/o expresién en
una célula eucariota o extracto de células eucariotas, célula procariota o extracto de células procariotas, y/o
combinaciones de los mismos.

En determinados aspectos, la presente invencion se refiere a una composicion terapéutica para su uso como se define
en la reivindicacion 1y sus reivindicaciones dependientes, asi como su uso en la fabricacién de un medicamento como
se define en la reivindicacion 16, comprendiendo dicha composicion una IL-15 (SEQ ID NO: 5 y 6) en un complejo
proteinico preacoplado con una forma soluble de una IL-15Ra (SEQ ID NO: 7 y 8).

En otro aspecto, la divulgacion con fines de referencia se refiere al uso de un polipéptido quimérico en el complejo
polipeptidico de la invencion. En determinadas realizaciones, la divulgacién con fines de referencia comprende
polipéptidos quiméricos que comprenden una o mas interleucinas, receptor de interleucinas, partes y combinaciones
de los mismos. En otras realizaciones, la divulgacion con fines de referencia comprende polipéptidos quiméricos que
comprenden al menos un polipéptido de receptor de interleucinas o parte del mismo, por ejemplo, la parte soluble de
un receptor de interleucinas y/o el dominio de unién a ligando, unido covalentemente y contiguo a la parte Fc de un
anticuerpo. Las moléculas quiméricas de la divulgacién con fines de referencia pueden sintetizarse de forma
recombinante expresando un polinucleétido que contiene los elementos deseados dentro de un solo ORF en
muchisimas combinaciones, que un experto en la materia reconocera. Otros polipéptidos quiméricos, por ejemplo, un
polipéptido de IL-15Ra humana (1Met-94lle)-K-(129Pro-205Thr)-conector-Fc, estan disponibles en el mercado en R&D
Systems (Mineapolis, MN).

En otro aspecto de la divulgacion con fines de referencia, las moléculas polinucleotidicas quiméricas estan contenidas
en un vector de acido nucleico, tal como, por ejemplo, un plasmido o construccién de ADN virico, para subclonacion,
expresion, purificacion u otra manipulacion genética de rutina adecuada para su uso en una célula u organismo
eucariota o procariota. Ademas, las moléculas polinucleotidicas quiméricas opcionalmente pueden contener
secuencias codificantes o no codificantes adicionales, insertadas por manipulaciéon genética entre regiones que
codifican las partes de linfocina o receptor de linfocinas. En una realizacion de la divulgacion con fines de referencia y
en la medida en que pertenezca a las reivindicaciones de acuerdo con la invencion, el acido nucleico que codifica la
interleucina o parte de la misma, esta dispuesto en ligamiento en tandem con una parte de receptor de interleucinas.
En otras realizaciones mas de la divulgacion con fines de referencia, una secuencia conectora se inserta entre el
codon terminal del primer acido nucleico y el primer codon del segundo acido nucleico. Estos conectores pueden ser
de cualquier longitud y tipo adecuado, y pueden usarse, por ejemplo, para reducir las restricciones estéricas sobre el
plegamiento del polipéptido, introducir un sitio de escisiéon de proteasa o nucleasa, proporcionar un sitio conveniente
para modificacién quimica, conjugacion u otro elemento funcional.
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En realizaciones preferidas, la proteina candidata es una proteina humana. En otras realizaciones, la proteina
candidata es una proteina eucariética, por ejemplo, una proteina de mamifero, o una proteina de ratéon. En otro
aspecto, la divulgacion con fines de referencia ofrece una célula u organismo transgénico que contiene un transgén
que codifica una interleucina, un receptor de interleucinas o parte del mismo, y/o un polipéptido quimérico de
interleucinas/receptor de interleucinas. En otro aspecto, la divulgacion con fines de referencia se refiere a una o mas
lineas celulares genéticamente alteradas que contienen las construcciones polinucleotidicas descritas en este
documento, tales como, por ejemplo, por incorporacion en el ADN gendmico de la célula, retencion episémica o como
parte de un cromosoma artificial. En un aspecto relacionado, la presente divulgacion con fines de referencia se refiere
a la expresion mediante una célula hospedadora modificada de un acido nucleico que codifica componentes
individuales o el complejo polipeptidico completo. En algunas realizaciones de la divulgacion con fines de referencia,
el transgén codifica una proteina que normalmente es exdgena a la célula transgénica. En algunas realizaciones de
la divulgacién con fines de referencia, el transgén codifica una proteina humana. En algunas realizaciones, el transgén
esta ligado a un promotor heterdlogo. En otras realizaciones de la divulgacion con fines de referencia, el transgén esta
ligado a su promotor natural.

En otro aspecto, la divulgacion con fines de referencia se refiere a anticuerpos, por ejemplo, policlonales, monoclonales
0 quiméricos, que reconocen y se unen a epitopos concretos del complejo polipeptidico o componentes del mismo.
En determinados aspectos, la divulgacién con fines de referencia se refiere a la administracién de anticuerpos
especificos contra los componentes del complejo, el complejo, contra otras linfocinas, otros receptores de linfocinas o
combinaciones de los mismos. En una realizacion, la divulgacion con fines de referencia comprende una interleucina,
por ejemplo, IL-2, IL-7 o IL-15, preacoplada con un anticuerpo especifico para dicha interleucina. En otras
realizaciones, los métodos de la divulgacion con fines de referencia incluyen un método para tratar una enfermedad
en un individuo, que comprende administrar una cantidad eficaz del complejo preacoplado que comprende una
interleucina y un anticuerpo especifico para dicha interleucina a un individuo que lo necesita.

En otro aspecto, la presente divulgaciéon con fines de referencia se refiere a métodos para producir un agente
terapéutico inmunomodulador que comprende un complejo preacoplado de al menos un polipéptido de linfocina o parte
del mismo, y al menos un polipéptido de receptor de linfocinas o parte del mismo. En determinadas realizaciones, la
divulgacion con fines de referencia incluye métodos para crear el complejo in vitro, que comprende expresar o sintetizar
polipéptidos componentes, aislar los polipéptidos, purificar y/o concentrar los polipéptidos y formar el complejo. En
este aspecto, se refiere a crear el complejo polipeptidico preacoplado para su uso en la invencion a partir de
polipéptidos aislados de una célula hospedadora o extracto de células hospedadoras en que cada componente
polipeptidico del complejo se expresa a partir de dos acidos nucleicos concretos o la divulgacion con fines de referencia
como un solo marco abierto de lectura, que comprende una quimera que comprende la interleucina y receptor de
interleucinas ligados, en el marco de lectura, en tandem. La purificacion puede realizarse por un medio cromatografico
conocido por los expertos en la materia y puede incluir, por ejemplo, purificacion por afinidad, exclusiéon de tamaiio,
intercambio iénico, hidroxiapatita, HPLC y similares.

En otro aspecto, la divulgacién con fines de referencia se refiere a métodos para inducir, potenciar o inhibir la actividad
y proliferacion de los inmunocitos, que comprende administrar una cantidad eficaz de un complejo polipeptidico
preacoplado a un individuo que lo necesita, en el que el complejo polipeptidico preacoplado comprende al menos una
linfocina o parte de la misma y al menos un receptor de linfocinas o parte del mismo. En un aspecto relacionado de la
divulgacion con fines de referencia, el complejo puede usarse para potenciar la inmunidad o respuesta inmunitaria del
organismo hospedador contra un antigeno, tal como, por ejemplo, una bacteria, un virus, una proteina, un péptido, un
acido nucleico y similares. Todos los objetos precedentes de la divulgacién con fines de referencia contemplan el uso
de polipéptidos de IL-15, IL-2, IL-15Ra o IL-2Ra, partes y combinaciones de los mismos. En otro aspecto mas, la
divulgacion con fines de referencia incluye métodos de tratamiento de un organismo, que comprenden administrar a
un organismo un vector que codifica una o mas de las SEQ ID NO: 1-4 y 13-16.

En otro aspecto, la divulgaciéon con fines de referencia se refiere a un complejo polipeptidico preacoplado util para
aumentar la proliferacién y supervivencia de los linfocitos T de memoria, linfocitos B y linfocitos NK. Por tanto, la
administracion del agente terapéutico de la presente invencién también puede usarse para potenciar la inmunidad
preexistente (por ejemplo, individuos vacunados previamente) sin la necesidad de una vacuna de refuerzo real. En
determinados aspectos, el agente terapéutico para su uso de acuerdo con la invencion se administra, por ejemplo,
para la potenciacion de la vacunacion, y para el tratamiento de canceres.

En otros aspectos mas de la divulgacion con fines de referencia, el complejo polipeptidico preacoplado de la invencion
es Util para inhibir una respuesta inmunitaria del organismo hospedador en casos donde es un perjuicio para el
organismo. Por ejemplo, el complejo de la divulgacién con fines de referencia puede usarse para inhibir la inmunidad
0 una respuesta inmunitaria de unorganismo hospedador contra un antigeno, por ejemplo, un autoantigeno, como se
observa en individuos que padecen enfermedades y afecciones autoinmunitarias como artritis reumatoide o lupus. En
determinadas realizaciones de este aspecto de la divulgacion con fines de referencia, el complejo polipeptidico
preacoplado comprende polipéptidos de linfocina y receptor de linfocinas o partes de los mismos, que no pueden
activar los inmunocitos o estimular su proliferacién. Por ejemplo, los componentes polipeptidicos del complejo pueden
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contener mutaciones, eliminaciones, inserciones o modificaciones quimicas que inhiben la sefializacion mediante las
rutas de IL-2 o IL-15.

En cualquiera de los aspectos descritos anteriormente, el complejo polipeptidico preacoplado puede administrarse en
cualquier forma farmacéuticamente aceptable (por ejemplo, liquido, polvo, pildora, férmula de liberacién controlada,
etc.), mediante cualquier via adecuada (por ejemplo, intravenosa, oral, parenteral, subdérmica, topica, anal, nasal,
etc.), y opcionalmente con cualquier excipiente farmacéuticamente aceptable, vehiculo y/o en combinacién con otros
ingredientes activos (por ejemplo, AINE, inmunosupresores, antihistaminicos, antioncogénicos, antibidticos,
sulfonamidas, etc.). Lo anterior se da a modo de ejemplo no limitante, y la formulacién particular puede variar de
muchisimas maneras, que se incorporan expresamente en este documento, dependiendo de una multitud de factores
que un experto en la materia podra reconocer.

En otro aspecto mas, la presente divulgacion con fines de referencia se refiere a un kit que comprende un recipiente
adecuado, el complejo polipeptidico preacoplado de la invencién o los componentes para el mismo en una forma
farmacéuticamente aceptable dispuestos en el mismo, e instrucciones para su uso.

En otro aspecto, la presente divulgacion con fines de referencia se refiere a la produccién de colecciones que contienen
acidos nucleicos mutados y modificados para su uso en los métodos descritos, y los acidos nucleicos identificados en
las mismas.

En otro aspecto, la divulgacion con fines de referencia se refiere a un método de deteccién de la presencia de un
complejo polipeptidico de linfocina-receptor de linfocinas en una muestra. En el método, una muestra se pone en
contacto con un compuesto o anticuerpo que se une selectivamente en condiciones que permiten la formacién de un
complejo entre los polipéptidos. El complejo se detecta, si esta presente, identificando de ese modo el complejo
polipeptidico dentro de la muestra. También se incluye en la divulgaciéon con fines de referencia un método de
deteccién de la presencia de una molécula de acido nucleico quimérica de linfocina-receptor de linfocinas en una
muestra, poniendo en contacto la muestra con una sonda o cebador de acido nucleico de linfocina o receptor de
linfocinas, y detectando si la sonda o cebador de acido nucleico se une a una molécula de acido nucleico quimérica
de linfocina-receptor de linfocinas en la muestra.

Seran evidentes caracteristicas y funcionalidades ventajosas adicionales asociadas con los sistemas, métodos y
procesos de la presente divulgacion con fines de referencia a partir de la descripcion detallada que sigue. Las
publicaciones y otros materiales usados en este documento para esclarecer los antecedentes de la invencién y, en
casos particulares, para proporcionar detalles adicionales con respecto a la practica, se enumeran por conveniencia
en la bibliografia adjunta.

Descripcién de los dibujos

Figura 1. La coadministraciéon de IL-15 + |IL-15Ra-Fc preacoplado potencia la respuesta proliferativa de linfocitos T
CD8+ contra IL-15 exogena. En el dia -1, ratones recibieron i.v. aproximadamente 1 x 107 linfocitos congénicos
enriquecidos para CD8, marcados con CFSE y se trataron i.p. en el dia 0 con PBS; IL-15 (aproximadamente 2,5 ug);
o IL-15Ra-Fc (aproximadamente 15 ug) con IL-15 (2,5 ug). Se analizaron los esplenocitos CD8+ en el dia 4 por
citometria de flujo para la fluorescencia de CFSE y la expresion de CD45.1 (paneles superiores); o se analizaron las
células CD45.1+ CD8+ para la fluorescencia de CFSE y la expresion de CD44 (paneles intermedios). Paneles
inferiores: En el dia -1, ratones recibieron esplenocitos enriquecidos para linfocitos T CD8+ marcados con CFSE que
contenian aproximadamente 6,5 x 10° linfocitos T CD8+ de memoria especificos para OVA tetramero+ y se trataron
en el dia 0 con PBS, IL-15 (aproximadamente 2,5 pg) o IL-15Ra-Fc (aproximadamente 15 pg) con IL-15
(aproximadamente 2,5 ug). Los esplenocitos tetramero+ donadores se analizaron por citometria de flujo en el dia 4
para la fluorescencia de CFSE. El tratamiento con IL-15Ra-Fc en solitario no tuvo efecto sobre la proliferacion (datos
no mostrados). Los datos son representativos de 3 experimentos similares con 3 ratones por grupo.

Figura 2. Los linfocitos NK son muy sensibles a IL-15+IL-15Ra-Fc preacoplado. En el dia -1, ratones recibieron i.v.
aproximadamente 1,5 x 107 linfocitos congénicos marcados con CFSE y en el dia 0 se trataron i.p. con PBS, IL-15
(aproximadamente 2,5 ug), o IL-15 (aproximadamente 2,5 pug) + IL-15Ra-Fc (aproximadamente 15 ug). Los
esplenocitos se analizaron por citometria de flujo en el dia 4. Las muestras se seleccionaron en la ventana de
adquisicion indicada en la poblacion donadora. Los datos son representativos de 2 experimentos con 3 ratones por

grupo.

Figura 3. Los linfocitos T CD8+ se dividen rapidamente en respuesta a tratamiento con IL-15+IL-15Ra-Fc preacoplado.
En el dia -1, ratones recibieron i.v. aproximadamente 1 x 107 linfocitos congénicos enriquecidos para CD8, marcados
con CFSE y se trataron con PBS o IL-15 (aproximadamente 2,5 ug) + IL-15Ra-Fc (aproximadamente 15 ug) en el dia
0. Los linfocitos en la sangre periférica se analizaron por citometria de flujo en los dias 1-4. Las muestras mostradas
se seleccionan en la ventana de adquisicién de linfocitos T CD8 donadores vivos. Los datos son representativos de 2
experimentos con al menos 3 ratones por grupo. El tratamiento con PBS no tuvo efecto sobre la division celular (datos
no mostrados).
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Descripcion detallada de la invencion

En ejemplos de las composiciones y métodos de realizaciones preferidas, se presenta la generacion util y ventajosa
de polipéptidos terapéuticos. En una realizacion preferida, la divulgacion con fines de referencia y en la medida en que
esté cubierta por las reivindicaciones, la invencion se refiere a un complejo polipeptidico terapéutico que comprende
una linfocina o partes de la misma, y un receptor de linfocinas o partes del mismo. La expresion "receptor de linfocinas"
o "receptor de interleucinas" se refiere a los receptores transmembranarios para una linfocina o interleucina respectiva
y, en algunas realizaciones, puede comprender un anticuerpo que puede unirse a dicha linfocina o interleucina. En
este contexto el anticuerpo funciona de manera eficaz como "receptor" para el polipéptido de linfocina o interleucina.

Sin restringirse a teoria particular alguna, los autores de la invencién plantean la hipotesis de que la actividad del
agente terapéutico de la invencion resulta de un proceso denominado "transpresentacion" en que la parte receptora
del complejo polipeptidico funciona presentando la parte de molécula de sefializacion a su o sus receptores respectivos
en la superficie de la célula diana. Por ejemplo, las evidencias experimentales indican que IL-15Ra transpresenta IL-
15 a los linfocitos T y otras células in vivo a través de las cadenas beta y gamma del receptor de IL-15. La teoria esta
respaldada por los resultados in vivo en ratones, que muestran que IL-15 en solitaria tenia poca actividad, pero el
complejo de IL-15+IL-15Ra preacoplado tenia actividad sustancial en dirigir la proliferacion de linfocitos T de memoria
(uno de los rasgos distintivos de la actividad de IL-15) como se muestra en la figura 1, y reducir la carga tumoral, tabla
1. Preacoplando IL-15 a la cadena IL-15Ra, se potenciaba enormemente la actividad bioldgica de IL-15 en ratones
(figuras 1-3).

Salvo que se indique claramente lo contrario, las siguientes definiciones complementan las definiciones de los términos
conocidos en la técnica.

La expresion "acido nucleico" se refiere a desoxirribonucleétidos, acidos desoxirribonucleicos, ribonucleétidos y acidos
ribonucleicos, y formas poliméricas de los mismos, e incluye formas monocatenarias o bicatenarias. Ademas, salvo
que se limite expresamente, la expresion "acido nucleico" incluye analogos conocidos de nucledtidos naturales, por
ejemplo, acidos peptidonucleicos ("APN"), que tienen propiedades de unién similares al acido nucleico de referencia.
Ademas, en cualquiera de las realizaciones preferidas de la divulgacidon con fines de referencia, un nucleétido o
secuencia de acido nucleico particular incluye variaciones conservativas (por ejemplo, sustituciones de codones
degenerados; véase a continuacion), secuencias complementarias, asi como la secuencia indicada de forma explicita.
Una sustitucion de codéon degenerado es una en que la tercera posicion de uno o mas codones seleccionados se
sustituye con cualquier nucleétido que produzca el mismo aminoacido. La expresién acido nucleico es genérica para

los términos "gen", "ADN", "ADNc", "oligonucledétido”, "ARN", "ARNm", "nucleétido”, "polinucleétido” y similares.

Como se usa en este documento, el término "oligonucledtido" se refiere a una serie de residuos nucleotidicos ligados.
Una secuencia oligonucleotidica corta puede estar basada en, o disefiada a partir de, una secuencia genémica o de
ADNCc y se usa para amplificar, confirmar o revelar la presencia de un ADN o ARN idéntico, similar o complementario
en una célula o tejido particular. Los oligonucleétidos comprenden una secuencia de acido nucleico que tiene
aproximadamente 10 nt, 50 nt o 100 nt de longitud, preferiblemente de aproximadamente 15 nt a 30 nt de longitud. En
una realizacién de la divulgacion con fines de referencia, un oligonucleétido que comprende una molécula de acido
nucleico de menos de 100 nt de longitud comprenderia ademas al menos 6 nucleétidos contiguos de las SEQ ID NO:
1-4 0 13-16. Los oligonucledtidos pueden sintetizarse quimicamente y también pueden usarse como sondas.

Un acido nucleico "recombinante" es cualquier acido nucleico producido por un proceso in vitro o artificial (que significa
que no es de origen natural) o mediante recombinacidn de dos o mas acidos nucleicos.

El término "gen" se usa ampliamente para referirse a cualquier segmento de acido nucleico asociado con la expresién
de un ARN o proteina dado. Por tanto, los genes incluyen regiones que codifican ARN expresados (que tipicamente
incluyen secuencias codificantes de polipéptido) y, a menudo, las secuencias reguladoras necesarias para su
expresion. Los genes pueden obtenerse de una diversidad de fuentes, incluyendo clonacién desde una fuente de
interés o sintesis a partir de informacion de secuencia conocida o predicha, y pueden incluir secuencias disefiadas
para que tengan parametros deseados especificamente.

En otra realizacion de la divulgacion con fines de referencia, una molécula de acido nucleico aislada de la invencién
comprende una molécula de acido nucleico que es un complemento de la secuencia de nucleétidos mostrada en las
SEQ ID NO: 1-4 y 13-16. Como se usa en este documento, el término "complementaria” se refiere a emparejamiento
de bases de Watson y Crick o Hoogsteen entre unidades de nucleétidos de una molécula de acido nucleico, y el
término "unién " significa la interaccion fisica o quimica entre dos polipéptidos o compuestos o polipéptidos o
compuestos asociados o combinaciones de los mismos. La union incluye interacciones ionicas, no iénicas, de van der
Waals, hidréfobas y similares. Una interaccion fisica puede ser directa o indirecta. Las interacciones indirectas pueden
ser a través de o debidas a los efectos de otro polipéptido o compuesto. La unién directa se refiere a interacciones
que no tienen lugar a través de, o debidas a, el efecto de otro polipéptido o compuesto, sino que en su lugar son sin
otros intermedios quimicos sustanciales. Los "fragmentos" proporcionados en este documento se definen como
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secuencias de al menos 6 acidos nucleicos (contiguos) o al menos 4 aminoacidos (contiguos), una longitud suficiente
para permitir la hibridacion especifica en el caso de acidos nucleicos o el reconocimiento especifico de un epitopo en
el caso de aminoacidos, y son, a lo sumo, alguna parte menores que una secuencia de longitud completa. Los
fragmentos pueden derivar de cualquier parte contigua de una secuencia de acido nucleico o de aminoacidos de
eleccién. Un clon de longitud completa se identificar por contener un codén de inicio de la traduccion ATG y un coddn
de parada en el mismo marco de lectura. Cualquier secuencia de nucleétidos de NOVX divulgada que careza de un
codon de inicio ATG, por lo tanto, codifica un fragmento C terminal truncado del polipéptido respectivos, y requiere
que el ADNc de longitud completa correspondiente se extienda en la direccidn 5' de la secuencia divulgada. Cualquier
secuencia de nucledtidos divulgada que carezca de un codén de parada en el mismo marco de lectura codifica
asimismo un fragmento N terminal truncado del polipéptido respectivos, y requiere que el ADNc de longitud completa
correspondiente se extienda en la direccion 3' de la secuencia divulgada.

La expresion "célula hospedadora” incluye una célula que podria usarse para transportar un acido nucleico heterélogo,
0 expresa un polipéptido o proteina codificado por un &cido nucleico heterdlogo. Una célula hospedadora puede
contener genes que no se encuentran dentro de la forma natural (no recombinante) de la célula, genes encontrados
en la forma natural de la célula donde los genes se modifican y reintroducen en la célula por medios artificiales, o un
acido nucleico enddgeno de la célula que se ha modificado artificialmente sin retirar el acido nucleico de la célula. Una
célula hospedadora puede ser eucariota o procariota. Por ejemplo, pueden usarse células bacterianas para transportar
o clonar secuencias de acido nucleico o expresar polipéptidos. Pueden encontrarse condiciones de crecimiento
generales necesarias para el cultivo de bacterias en textos tales como BERGEY'S MANUAL OF SYSTEMATIC
BACTERIOLOGY, Vol. 1, N. R. Krieg, ed., Williams y Wilkins, Baltimore/Londres (1984). Una "célula hospedadora"
también puede ser una en que los genes o promotores endégenos o ambos se han modificado para producir uno o
mas de los componentes polipeptidicos del complejo de la invencion.

Los "derivados" son secuencias de acido nucleico o secuencias de aminoacidos formadas a partir de compuesto
naturales directamente, por modificacion o por sustitucion parcial. Los "analogos" son secuencias de acido nucleico o
secuencias de aminoacidos que tienen una estructura similar, aunque no idéntica, al compuesto natural, por ejemplo,
difieren del mismo con respecto a determinados componentes o cadenas laterales. Los analogos pueden ser sintéticos
o derivar de un origen evolutivo diferente y pueden tener una actividad metabdlica similar u opuesta en comparacion
con el tipo silvestre. Los homodlogos son secuencias de acido nucleico o secuencias de aminoacidos de un gen
particular que derivan de especies diferentes.

Los derivados y analogos pueden ser de longitud completa o distintos de la longitud completa. Los derivados o
analogos de los acidos nucleicos o proteinas de la divulgacion con fines de referencia incluyen, aunque sin limitacion,
moléculas que comprenden regiones que son sustancialmente homologas a los acidos nucleicos o proteinas de la
divulgacion con fines de referencia, en diversas realizaciones, en al menos aproximadamente un 30 %, 45 %, 70 %,
80 % o 95 % de identidad (con una identidad preferida de un 80-95 %) sobre una secuencia de acido nucleico o
aminoacidos de tamario idéntico o cuando se comparan con una secuencia alineada en que la alineacién se hace
mediante un programa informatico de homologia conocido en la técnica, o cuyo acido nucleico codificante puede
hibridar con el complemento de una secuencia que codifica las proteinas de la invencién en condiciones rigurosas,
moderadamente rigurosas o de baja rigurosidad. Véase, por ejemplo, Ausubel, et al., CURRENT PROTOCOLS IN
MOLECULAR BIOLOGY, John Wiley & Sons, Nueva York, N.Y., 1993. Los derivados y modificaciones de acido
nucleico incluyen los obtenidos por remplazo génico, mutacidon especifica de sitio, eliminacién, insercion,
recombinacion, reparacién, reordenamiento, digestién con endonucleasa, PCR, subclonacion y técnicas relacionadas.

Los "homologos" pueden ser de origen natural, o crearse por sintesis artificial de uno o mas acidos nucleicos que
tienen secuencias relacionadas, o por modificacién de uno o mas acidos nucleicos para producir acidos nucleicos
relacionados. Los acidos nucleicos son homélogos cuando derivan, de forma natural o artificial, de una secuencia
ancestral comun (por ejemplo, ortélogos o paralogos). Si la homologia entre dos acidos nucleicos no se describe
expresamente, la homologia puede deducirse mediante una comparacién de acidos nucleicos entre dos o mas
secuencias. Si las secuencias demuestran algun grado de similitud de secuencia, por ejemplo, mayor de
aproximadamente un 30 % al nivel de estructura primaria de aminoacidos, se concluye que comparten un ancestro
comun. El grado de similitud variara y factores importantes incluyen, por ejemplo, el grado de similitud global, el grado
de similitud dentro de regiones especificas de la secuencia codificante, la similitud de la secuencia no codificante y la
actividad del polipéptido. Para el propdsito de la presente divulgacién con fines de referencia, los genes son homoélogos
si las secuencias de acido nucleico son suficientemente similares para permitir la recombinacién.

Los términos "homologia" o "identidad", en el contexto de dos 0 mas secuencias de acido nucleico o polipeptidicas,
se refieren a dos 0 mas secuencias 0 subsecuencias que son iguales o similares, y tienen un porcentaje especificado
de residuos aminoacidicos o nucleétidos que son iguales, cuando se comparan y alinean para una maxima
correspondencia, medida usando uno de los algoritmos de comparacion de secuencias tales como BLAST, ClustalW
u otros algoritmos disponibles para los expertos en la materia o por inspeccion visual. Para la comparacion de
secuencias y la determinacion de la homologia, tipicamente una secuencia actia como secuencia de referencia con
la que se comparan las secuencias de ensayo. Cuando se usa un algoritmo de comparaciéon de secuencias, las
secuencias de ensayo y de referencia se introducen en un ordenador, se indican las coordenadas de subsecuencia,
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si fuera necesario, y se indican los parametros del programa del algoritmo de secuencias. El algoritmo de comparacion
de secuencias entonces calcula el porcentaje de identidad de secuencia para la una o mas secuencias de ensayo con
respecto a la secuencia de referencia, basandose en los parametros del programa indicados. Otras determinaciones
de homologia incluyen la hibridacion de acidos nucleicos en condiciones rigurosas.

La expresion "hibridar" se refiere a la unién, formacion de estructuras bicatenarias o hibridacion de una molécula
Unicamente con una secuencia de nucledétidos particular en condiciones rigurosas, incluyendo cuando esa secuencia
esta presente en una mezcla compleja de ADN o ARN (por ejemplo, celular total).

El término "preacoplado”, como se usa en este documento, se refiere a una situacion donde los componentes
polipeptidicos individuales se combinan para formar el complejo activo antes de la activacién o unién en el sitio diana,
por ejemplo, un inmunocito. Esto incluye la situacién donde los componentes individuales del complejo polipeptidico
se sintetiza o expresan de forma recombinante y posteriormente se aislan y combinan para formar un complejo, in
vitro, antes de su administracion a un organismo.

Las "mutaciones conservativas" de una secuencia de acido nucleico se refieren a esos nucleétidos que codifican
secuencias de aminodacidos idénticas o esencialmente idénticas, o cuando el nucleétido no codifica una secuencia de
aminoacidos, a secuencias esencialmente idénticas. Esto se basa en el hecho de que el cddigo genético esta
"degenerado”, es decir, varios acidos nucleicos distintos codifican el mismo aminoacido. Por ejemplo, los codones
GTT, GTA, GTC y GTG codifican todos el aminoacido valina. Por tanto, en cada posicion donde se especifique una
valina por un codon, el codén puede alterarse en cualquiera de los codones correspondientes descritos sin alterar el
polipéptido codificado. Dichas variaciones de acido nucleico son "mutaciones sinénimas", que son una especie de
"mutacion conservativa". Salvo que se describa de otro modo, cada secuencia de nucleétidos descrita en este
documento que codifique un aminoacido también incluye cada posible variacion sindnima. Un experto en la materia
reconocera que cada codén en un acido nucleico (excepto ATG, que normalmente es el Unico coddn para metionina)
puede modificarse para producir una molécula funcionalmente idéntica por técnicas convencionales. Por consiguiente,
en cada caso, cuando se usa mutagénesis, cada "mutacion sinénima" de un acido nucleico, que codifica un
aminoacido, se incluye de forma implicita.

Ademas, un experto en la materia reconocera que las "mutaciones conservativas" también incluyen la sustitucion,
eliminacion o adicion de acidos nucleicos que alteran, afiaden o eliminan un solo aminoacido o un pequefio nimero
de aminoacidos en una secuencia codificante, donde las alteraciones del acido nucleico provocan la sustitucion de un
aminoacido quimicamente similar. Los aminoacidos que pueden servir como sustituciones conservativas entre si
incluyen los siguientes: basicos: arginina (R), lisina (K), histidina (H); acidos: acido aspartico (D), acido glutamico (E),
asparagina (N), glutamina (Q); hidrdéfilos: glicina (G), alanina (A), valina (V), leucina (L), isoleucina (l); hidréfobos:
fenilalanina (F), tirosina (Y), triptéfano (W); azufrados: metionina (M), cisteina (C). Ademas, las secuencias que difieren
en variaciones conservativas en general son homadlogas.

Una "subsecuencia" se refiere a una secuencia de acido nucleico o aminoacidos que comprende una parte de una
secuencia mas larga de acido nucleico o aminoacidos (por ejemplo, polipéptido), respectivamente.

Un "operdn" de acido nucleico incluye un gen que esta situado en una relacion funcional con otras secuencias de acido
nucleico, por ejemplo, un promotor, un potenciador, sefiales de terminacién u otro gen si aumenta la transcripcion de
la secuencia codificante.

La "mutagénesis”, como se usa en este documento, incluye técnicas conocidas en la técnica tales como mutagénesis
por PCR, mutagénesis dirigida por oligonucleétido, mutagénesis dirigida al sitio, mutagénesis aleatoria, mutagénesis
por PCR propensa a errores, etc., y recombinacion reiterativa de secuencia por cualquiera de las técnicas descritas
en este documento.

Las descripciones de las técnicas de biologia molecular utiles para la practica de la invencion, incluyendo mutagénesis,
PCR, clonacion y similares incluyen Berger y Kimmel, GUIDE TO MOLECULAR CLONING TECHNIQUES, METHODS
IN ENZYMOLOGY, volumen 152, Academic Press, Inc., San Diego, Calif. (Berger); Sambrook et al., MOLECULAR
CLONING--A LABORATORY MANUAL (2.2 Ed.), Vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, Nueva
York, 1989, y CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, F. M. Ausubel et al., eds., Current Protocols, un
proyecto comun entre Greene Publishing Associates, Inc. y John Wiley & Sons, Inc.; Berger, Sambrook, y Ausubel,
asi como Mullis et al., patente de Estados Unidos n.° 4 683 202 (1987); PCR PROTOCOLS A GUIDE TO METHODS
AND APPLICATIONS (Innis et al. eds.), Academic Press, Inc., San Diego, Calif. (1990) (Innis); Arnheim y Levinson (1
de octubre, 1990) C&EN 36-47; Lueng, et al., A method for random mutagenesis of a defined DNA segment using a
modified polimerase chain reaction. Technique: J Methods Cell Molec Biol 1(1): 11-15 (1989). Métodos ejemplares de
la presente divulgacion con fines de referencia incluyen realizar mutagénesis de secuencia, recombinacién, o ambas,
y cribar o seleccionar genes individuales.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2790 588 T3

Como se usa en este documento, los términos "linfocina", "interleucina", "IL-15" o "IL-2" se usan para referirse
colectivamente a las secuencias polinucleotidicas o polipeptidicas correspondientes incluyendo, por ejemplo, la
secuencia de longitud completa, isoformas, variantes de corte y empalme, y cualquier combinacién de las mismas.

Como se usa en este documento, los términos "IL-15Ra" o "IL-2Ra" se usan para referirse colectivamente a las
secuencias polinucleotidicas o polipeptidicas correspondientes incluyendo, por ejemplo, la secuencia de longitud
completa, isoformas, variantes de corte y empalme, y cualquier combinacién de las mismas.

Moléculas de acido nucleico

En algunas realizaciones, la divulgacién con fines de referencia comprende acidos nucleicos y moléculas
polinucleotidicas que codifican una linfocina o partes de la misma, y acidos nucleicos y moléculas polinucleotidicas
que codifican un receptor de linfocinas o partes del mismo. En cualquiera de las realizaciones de acido nucleico, la
divulgacion con fines de referencia contempla el uso de polinucleétidos que codifican sustancialmente la proteina de
longitud completa, polipéptidos de tipo silvestre o mutantes; segmentos concretos, dominios, subdominios, fragmentos,
mutaciones de eliminaciéon o insercion; quimeras; e isoformas y variantes de corte y empalme. En determinadas
realizaciones preferidas, la divulgacion con fines de referencia comprende acidos nucleicos que comprenden un
segmento polinucleotidico que codifica al menos una linfocina o parte de la misma, contiguo con un segmento
polinucleotidico que codifica al menos un receptor de linfocinas o parte del mismo dentro de un solo marco abierto de
lectura u ORF (es decir, desde el coddn de inicio hasta el codon de parada). En determinadas realizaciones, los acidos
nucleicos de la divulgacion con fines de referencia comprenden al menos un segmento polinucleotidico adicional que
comprende secuencias reguladoras de la transcripcion (por ejemplo, promotores, promotores inducibles,
potenciadores y similares); secuencias de proteinas de fusion (por ejemplo, marca de His, GST, GFP, partes Fc de
anticuerpo, resistencia a antibidticos, péptidos sefal y similares); y/o secuencias conectoras dispuestas en el extremo
5', extremo 3' 0 en una ubicacién dentro de las secuencias que codifican el polipéptido; y/o combinaciones de los
mismos. En cualquiera de las realizaciones descritas en este documento, los polinucleétidos de la divulgacion con
fines de referencia también pueden estar dispuestos en un vector virico adecuado, plasmidos bacteriano o cromosoma
artificial adecuado para clonaciéon y/o expresion en una célula eucariota o extracto de células eucariotas, célula
procariota o extracto de células procariotas, y/o combinaciones de los mismos.

Muchas técnicas para la clonacion, subclonacién y transferencia de &cidos nucleicos recombinantes en un vector
plasmidico o una célula hospedadora o ambos, y técnicas para el cribado y seleccion de colecciones, son conocidas
en la técnica, y cada uno de estos formatos y/o técnicas es aplicable en general a la presente divulgacion con fines de
referencia. Por ejemplo, textos que divulgan técnicas generales para manipular acidos nucleicos de uso en esta
divulgacion con fines de referencia incluyen "Current Protocols in Molecular Biology" (Ausubel et al., eds., 1994));
Sambrook et al., "Molecular Cloning, A Laboratory Manual" (2.2 ed. 1989); y Kriegler, "Gene Transfer and Expression:
A Laboratory Manual" (1990).

Otro aspecto de la divulgacion con fines de referencia se refiere a vectores, preferiblemente vectores de expresion,
que contienen un acido nucleico que codifica las SEQ ID NO: 5-12, o derivados, fragmentos u homdlogos de las
mismas. Como se usa en este documento, el término "vector" se refiere a una molécula de acido nucleico que puede
transportar otro acido nucleico al que se ha "unido de forma funcional". Un tipo de vector es un "plasmido”, que se
refiere a un bucle de ADN bicatenario circular en que se pueden ligar segmentos de ADN adicionales. Otro tipo de
vector es un vector virico, en el que pueden ligarse segmentos de ADN adicionales en el genoma virico. Determinados
vectores tienen capacidad de replicacion auténoma en una célula hospedadora en que se introducen (por ejemplo,
vectores bacterianos que tienen un origen de replicacion bacteriano y vectores episdbmicos de mamifero). Otros
vectores (por ejemplo, vectores no episomicos de mamifero) se integran en el genoma de la célula hospedadora tras
la introduccién en la célula hospedadora, y de este modo se replican junto con el genoma del hospedador. Ademas,
determinados vectores pueden dirigir la expresion de genes a los que estan unidos de forma funcional. Dichos vectores
se denominan en este documento "vectores de expresion". En general, los vectores de expresion de utilidad en
técnicas de ADN recombinante a menudo estan en forma de plasmidos. En la presente memoria descriptiva,
"plasmido" y "vector" pueden usarse indistintamente, ya que el plasmido es la forma mas habitualmente usada de
vector. Sin embargo, la divulgacion con fines de referencia pretende incluir otras de estas formas de vectores de
expresion, tales como vectores viricos (por ejemplo, retrovirus de replicacion defectuosa, adenovirus y virus
adenoasociados), que cumplen funciones equivalentes.

Los vectores de expresion recombinante de la divulgacion con fines de referencia comprenden un acido nucleico de
la invencion en una forma adecuada para la expresion del acido nucleico en una célula hospedadora, lo que significa
que los vectores de expresion recombinante incluyen una o mas secuencias reguladoras, seleccionadas basandose
en las células hospedadoras a usar para la expresion, que se unen de forma funcional a la secuencia de acido nucleico
a expresar. Dentro de un vector de expresion recombinante, "unido de forma funcional" pretende indicar que la
secuencia de nucledtidos de interés se une a una o mas secuencias reguladoras de una manera que permite la
expresion de la secuencia de nucleétidos (por ejemplo, en un sistema de transcripcion/traduccion in vitro o en una
célula hospedadora cuando el vector se introduce en la célula hospedadora).
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La expresioén "secuencia reguladora” pretende incluir promotores, potenciadores y otros elementos de control de la
expresion (por ejemplo, sefales de poliadenilacion). Dichas secuencias reguladoras se describen, por ejemplo, en
Goeddel, GENE EXPRESSION TECHNOLOGY: METHODS IN ENZYMOLOGY 185, Academic Press, San Diego,
Calif. (1990). Las secuencias reguladoras incluyen aquellas que dirigen la expresién constitutiva de una secuencia de
nucleotidos en muchos tipos de célula hospedadora y aquellas que dirigen la expresién de la secuencia de nucleétidos
unicamente en determinadas células hospedadoras (por ejemplo, secuencias reguladoras especificas de tejido). Los
expertos en la materia apreciaran que el disefio del vector de expresion puede depender de factores tales como la
eleccion de la célula hospedadora a transformar, el nivel de expresion de proteina deseada, etc. Los vectores de
expresion de la divulgacion con fines de referencia pueden introducirse en células hospedadoras para producir de este
modo proteinas o péptidos, incluyendo proteinas o péptidos de fusion, codificados por acidos nucleicos como se
describe en este documento. Los vectores de expresion recombinante de la divulgacion con fines de referencia pueden
disefiarse para la expresion de proteinas en células procariotas o eucariotas. Por ejemplo, las proteinas pueden
expresarse en células bacterianas tales como Escherichia coli, células de insecto (usando vectores de expresion de
baculovirus), células de levadura o células de mamifero. Se analizan células hospedadoras adecuadas adicionalmente
en Goeddel, GENE EXPRESSION TECHNOLOGY: METHODS IN ENZYMOLOGY 185, Academic Press, San Diego,
Calif. (1990). Como alternativa, el vector de expresion recombinante puede transcribirse y traducirse in vitro, por
ejemplo, usando secuencias reguladores del promotor T7 y la polimerasa T7.

La expresion de proteinas en procariotas muy a menudo se realiza en Escherichia coli con vectores que contienen
promotores constitutivos o inducibles que dirigen la expresion de proteinas de fusiéon o que no son de fusion. Los
vectores de fusion afiaden varios aminoacidos a una proteina codificada en los mismos, habitualmente al extremo
amino de la proteina recombinante. Dichos vectores de fusion tipicamente cumplen tres propésitos: (i) aumentar la
expresion de la proteina recombinante; (ii) aumentar la solubilidad de la proteina recombinante; y (iii) ayudar en la
purificacién de la proteina recombinante actuando como ligando en la purificacién por afinidad. A menudo, en vectores
de expresion de fusion, se introduce un sitio de escision proteolitica en la unién del resto de fusién y la proteina
recombinante para posibilitar la separacion de la proteina recombinante del resto de fusion después de la purificacion
de la proteina de fusién. Dichas enzimas, y sus secuencias de reconocimiento analogas, incluyen factor Xa, trombina
y enterocinasa. Vectores de expresion de fusién tipicos incluyen pGEX (Pharmacia Biotech Inc; Smith y Johnson,
1988, Gene 67: 31-40), pMAL (New England Biolabs, Beverly, Mass.) y pRIT5 (Pharmacia, Piscataway, N.J.) que
fusionan glutation S-transferasa (GST), proteina de uniéon a maltosa E o proteina A, respectivamente, a la proteina
recombinante diana.

Ejemplos de vectores de expresion en E. coli sin fusidn inducibles adecuados incluyen pTrc (Amrann et al., (1988)
Gene 69:301-315) y pET 11d (Studier et al., GENE EXPRESSION TECHNOLOGY: METHODS IN ENZYMOLOGY
185, Academic Press, San Diego, Calif. (1990) 60-89).

Una estrategia para maximizar la expresion de la proteina recombinante en E. coli es expresar la proteina en una
bacteria hospedadora con una capacidad alterada de escindir proteoliticamente la proteina recombinante. VVéase, por
ejemplo, Gottesman, GENE EXPRESSION TECHNOLOGY: METHODS IN ENZYMOLOGY 185, Academic Press, San
Diego, Calif. (1990) 119-128. Otra estrategia es alterar la secuencia de acido nucleico del acido nucleico a insertar en
un vector de expresion de modo que los codones individuales para cada aminoacido sean los utilizados
preferentemente en E. coli (véase, por ejemplo, Wada, et al., 1992. Nucl. Acids Res. 20: 2111-2118). Dicha alteracién
de secuencias de acido nucleico de la divulgacién con fines de referencia puede realizarse por técnicas convencionales
de sintesis de ADN. En otra realizacion, el vector de expresién es un vector de expresion de levadura. Ejemplos de
vectores para su expresion en la levadura Saccharomyces cerevisiae incluyen pYepSec (Baldari, et al., 1987, EMBO
J. 6: 229-234), pMFa (Kurjan y Herskowitz, 1982, Cell 30: 933-943), pJRY88 (Schultz et al., 1987. Gene 54: 113-123),
pYES2 (Invitrogen Corporation, San Diego, Calif.) y picZ (InVitrogen Corp, San Diego, Calif.). Como alternativa, los
polipéptidos pueden expresarse en células de insecto usando vectores de expresion de baculovirus. Los vectores de
baculovirus disponibles para la expresion de proteinas en células de insecto cultivadas (por ejemplo, células SF9)
incluyen la serie pAc (Smith, et al., 1983. Mol. Cell. Biol. 3: 2156-2165) y la serie pVL (Lucklow y Summers, 1989.
Virology 170: 31-39).

En otra realizacion de la divulgacion con fines de referencia, un acido nucleico de la invencién se expresa en células
de mamifero usando un vector de expresion de mamifero. Ejemplos de vectores de expresion de mamifero incluyen
pCDM8 (Seed, 1987. Nature 329: 840) y pMT2PC (Kaufmnan, et al., 1987. EMBO J. 6: 187-195). Cuando se usa en
células de mamifero, las funciones de control del vector de expresién a menudo se proporcionan por elementos
reguladores viricos. Por ejemplo, promotores habitualmente usados derivan de virus del polioma, adenovirus 2,
citomegalovirus y virus del simio 40. Para otros sistemas de expresion adecuados tanto para células procariotas como
para células eucariotas véanse, por ejemplo, los capitulos 16 y 17 de Sambrook, et al., MOLECULAR CLONING: A
LABORATORY MANUAL. 2.2 ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, N.Y., 1989.

En otra realizacion de la divulgacion con fines de referencia, el vector de expresién de mamifero recombinante puede
dirigir la expresioén del acido nucleico preferentemente en un tipo de célula particular (por ejemplo, se usan elementos
reguladores especificos de tejido para expresar el acido nucleico). Los elementos reguladores especificos de tejido
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son conocidos en la técnica. Ejemplos no limitantes de promotores especificos de tejido adecuados incluyen el
promotor de albumina (especifico de higado; Pinkert, et al., 1987. Genes Dev. 1: 268-277), promotores especificos
linfoides (Calame y Eaton, 1988. Adv. Immunol. 43: 235-275), en particular promotores de receptores de linfocitos T
(Winoto y Baltimore, 1989. EMBO J. 8: 729-733) e inmunoglobulinas (Baneriji, et al., 1983. Cell 33: 729-740; Queen y
Baltimore, 1983. Cell 33: 741-748), promotores especificos de neurona (por ejemplo, el promotor de neurofilamentos;
Byrne y Ruddle, 1989. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 5473-5477), promotores especificos de pancreas (Edlund, et al.,
1985. Science 230: 912-916) y promotores especificos de glandula mamaria (por ejemplo, promotor del suero de la
leche; patente de Estados Unidos n.° 4.873.316 y publicacion de solicitud europea n.° 264.166). También estan
englobados promotores regulados por el desarrollo, por ejemplo, los promotores de hox murinos (Kessel y Gruss,
1990. Science 249: 374-379) y el promotor de la alfa-fetoproteina (Campes y Tilghman, 1989. Genes Dev. 3: 537-
546).

En una realizacion de la presente divulgacién con fines de referencia, los segmentos de acido nucleico de partida se
recombinan en primer lugar mediante cualquiera de los formatos mencionados en este documento para generar una
colecciéon de acidos nucleicos recombinantes. La coleccion puede variar de tamafio, por ejemplo, variando de
aproximadamente 10 a aproximadamente 10° miembros. En general, los segmentos de acido nucleico iniciales, y las
colecciones recombinantes de acidos nucleicos generadas incluyen secuencias codificantes de longitud completa (es
decir, marco abierto de lectura (ORF), que incluye el coddn de inicio, secuencia codificante y codén de parada), y
cualquier secuencia reguladora esencial, por ejemplo, un promotor y secuencia de poliadenilacién, necesaria para la
expresion. Sin embargo, en el caso de que el acido nucleico recombinante no contenga estos elementos, los acidos
nucleicos recombinantes en la coleccion pueden insertarse en un vector que incluye las secuencias perdidas antes
del cribado y la seleccion de clones recombinantes.

Las secuencias de acido nucleico recombinante pueden combinarse en un formato in vivo que produce una coleccién
de segmentos recombinantes con capacidad de expresion. Como alternativa, la recombinacion puede realizarse in
vitro, y la coleccion recombinante se introduce en el tipo celular deseado antes de la etapa de cribado y seleccion. En
algunas realizaciones de la divulgacion con fines de referencia, la coleccién de acidos nucleicos recombinantes se
amplifica en un primer hospedador, y entonces se recuperan de ese hospedador y se introducen en un segundo
hospedador por razones de expresion, seleccidn o cribado, o cualquier otro parametro deseable. La manera por la que
el acido nucleico recombinante se introduce en la célula hospedadora depende de las caracteristicas de captacién de
acido nucleico del tipo celular (por ejemplo, que tiene receptores viricos, que tiene capacidad de conjugacioén, que es
competente de forma natural y/o que requiere cafiéon de ADN o electroimpulso). Después de la introduccion de la
coleccidn de genes de ADN recombinante, las células pueden propagarse para permitir que se produzca la expresion
de los genes.

En cualquiera de las realizaciones de la divulgacion con fines de referencia, los acidos nucleicos que codifican la
linfocina o receptor de linfocinas pueden estar presentes como: uno o mas ADN desnudos; uno o mas acidos nucleicos
dispuestos en un vector de expresion apropiado y mantenidos de forma episémica; uno o mas acidos nucleicos
incorporados en el genoma de la célula hospedadora; una versidon modificada de un gen endégeno que codifica los
componentes del complejo; uno 0 mas acidos nucleicos en combinacién con una 0 mas secuencias de acido nucleico
reguladoras; o combinaciones de los mismos. En una realizacion de la divulgacion con fines de referencia, los genes
enddgenos de interleucina y/o receptor de interleucinas de la célula hospedadora se modifican usando técnicas de
recombinacién homéloga de modo que la célula produce una combinacién de polipéptido de interleucina, un
polipéptido de receptor soluble de interleucinas y polipéptidos del complejo de interleucina/receptor de interleucinas,
que pueden aislarse y purificarse usando técnicas convencionales. En cualquiera de las realizaciones de la divulgacion
con fines de referencia, un acido nucleico que codifica el componente de linfocina comprende un miembro
seleccionado del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 1, 2, 14, 15, partes y combinaciones de los mismos. Ademas,
en cualquiera de las realizaciones de la divulgacion con fines de referencia, un acido nucleico que codifica el
componente de receptor de linfocinas comprende un miembro seleccionado del grupo que consiste en las SEQ ID NO:
3, 4, 13, 16, partes y combinaciones de los mismos. El acido nucleico que codifica la linfocina, la parte de receptor de
linfocinas y/o la quimera de linfocina/receptor de linfocinas puede comprender opcionalmente un péptido conector o
componente de proteina de fusién, por ejemplo, marca de His, marca FLAG, GFP, GST, una parte de anticuerpo, un
péptido sefial y similares, en el extremo 5', el extremo 3', 0 en cualquier ubicacién dentro del ORF.

En una realizacion preferida, el acido nucleico de la divulgacion con fines de referencia comprende un polinucleétido
que codifica la parte soluble (es decir, la extracelular) de un receptor de linfocinas. En una realizacion particularmente
preferida, la divulgacion con fines de referencia comprende un acido nucleico contiguo que codifica un péptido sefial,
una linfocina, un péptido conector y la parte soluble de un receptor de linfocinas, y la parte Fc de un anticuerpo.
Cualquiera de las realizaciones descritas en este documento, puede conseguirse usando estrategias convencionales
de biologia molecular y genética bien conocidas por los expertos en la materia. En cualquiera de las realizaciones de
la divulgacion con fines de referencia un ADNc que codifica el marco abierto de lectura de las SEQ ID NO: 1-4 y 13-
16 o partes de las mismas puede incorporarse en plasmidos de expresion bacterianos disponibles en el mercado tales
como los vectores pGEM (Promega) o pBluescript (Stratagene), o vectores de expresion eucaridticos tales como el
sistema de baculovirus, pCEP, vectores pcDNA o uno de sus derivados.
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En determinadas realizaciones, la divulgacion con fines de referencia comprende una secuencia polinucleotidica
aislada que codifica el polipéptido de las SEQ ID NO: 5-12 o partes de las mismas. Por "secuencia de acido nucleico
aislado" se entiende un polinucledtido que no es inmediatamente contiguo a cualquiera de las secuencias codificantes
con las que es inmediatamente contiguo (una en el extremo 5'y una en el extremo 3') en el genoma de origen natural
del organismo del que deriva. El término, por lo tanto, incluye, por ejemplo, un ADN recombinante que se incorpora en
un vector; en un plasmido o virus de replicacion automatica; o en el ADN gendmico de un procariota o eucariota, o que
existe como una molécula diferente (por ejemplo, un ADNc) independiente de otras secuencias. Los nucleétidos
pueden ser formas modificadas de ADN o ARN. Las modificaciones incluyen, aunque sin limitacion, sustituciones
conocidas de una base, glucido o enlace internucleosidico (cadena principal) de origen natural con una base
modificada tal como 5-metilcitosina, un glicido modificado tal como 2'-metoxi y 2'-fluoro glucidos, y cadenas principales
modificadas tales como fosforotioato y metil fosfonato.

Un polinucleoétido puede ser una molécula de ADN, una molécula de ADNc, molécula de ADN gendémico o una molécula
de ARN. Un polinucleétido como ADN o ARN puede incluir una secuencia en la que la T (timidina) también puede U
(uracilo). El polinucleétido puede ser complementario a las SEQ ID NO: 1-4 y 13-16, en el que la complementariedad
se refiere a la capacidad de formar pares de bases precisos entre dos nucleétidos. Por ejemplo, si un nucleétido en
una determinada posicién de un polinucleétido puede formar un emparejamiento de bases de Watson y Crick con un
nucleotido en la misma posicion en una hebra de ADN o ARN antiparalela, entonces el polinucleétido y la molécula de
ADN o ARN son complementarios entre si en esa posicion. El polinucleétido y la molécula de ADN o ARN son
sustancialmente complementarios entre si cuando un numero suficiente de posiciones correspondientes en cada
molécula estan ocupadas por nucleétidos que pueden hibridar entre si para logar el proceso deseado. Como se usa
en este documento, hibridacién significa formacion de enlace de hidrégeno de Watson y Crick entre bases
nucleosidicas o nucleotidicas complementarias.

Ademas, los polinucledtidos que codifican la totalidad o una parte de las SEQ ID NO: 1-4 y 13-16 se incluyen en la
divulgacion con fines de referencia. Dichos polinucleétidos incluyen moléculas de ADN de origen natural, sintéticas y
manipuladas intencionadamente. Por ejemplo, los polinucleétidos pueden someterse a mutagénesis dirigida al sitio
por técnicas conocidas en la técnica de biologia molecular. Hay 20 aminoacidos naturales, la mayoria de los cuales
se especifica por mas de un coddn. Por lo tanto, se incluyen secuencias degeneradas de nucledtidos. Los
polinucleétidos también incluyen polinucleétidos que codifican analogos polipeptidicos, fragmentos o derivados de
polipéptidos antigénicos que difieren de las formas de origen natural en términos de identidad o ubicacién de uno o
mas residuos aminoacidicos (analogos de eliminacién que contienen menos de la totalidad de los residuos
especificados para el polipéptido, analogos de sustitucion en los que uno o mas residuos especificados se remplazan
por otros residuos y analogos de adicién donde se afiade uno o mas residuos aminoacidicos a una parte terminal o
interna del polipéptido) y que comparten algunas o todas las propiedades de las formas de origen natural. Estas
moléculas incluyen la incorporacién de codones adecuados para la expresion por hospedadores seleccionados que
no son de mamifero; la provisién de sitios para la escision por enzimas endonucleasa de restriccion; y la provision de
secuencias de ADN iniciales, terminales o intermedias adicionales que facilitan la construccion de vectores expresados
facilmente.

Los polinucledétidos incluyen polinucleétidos que codifican polipéptidos o proteinas de longitud completa que contienen
sustituciones, inserciones o eliminaciones en la cadena principal proteinica. Los polipéptidos relacionados se alinean
asignando grados de homologia a diversas eliminaciones, sustituciones y otras modificaciones. La homologia puede
determinarse a lo largo del polipéptido o polinucleétido completo o a lo largo de subconjuntos de residuos contiguos.
El porcentaje de identidad es el porcentaje de aminoacidos o nucleétidos que son idénticos cuando se comparan las
dos secuencias. El porcentaje de similitud es el porcentaje de aminoacidos o nucleétidos que son quimicamente
similares cuando se comparan las dos secuencias. Los polipéptidos homélogos son preferiblemente mas de o igual a
un 25 %, preferiblemente mas de o igual a un 30 %, mas preferiblemente mas de o igual a un 35 % o mucho mas
preferiblemente mas de o igual a un 40 % idénticos.

Los plasmidos divulgados en este documento estan disponibles en el mercado, disponibles al publico en una base no
restringida, o pueden construirse a partir de plasmidos disponibles por aplicaciéon de rutina de procedimientos
publicados bien conocidos. Muchos plasmidos y otros vectores de clonacion y expresion son bien conocidos y estan
facilmente disponibles, o los expertos en la materia pueden construir facilmente muchos otros plasmidos adecuados
para su uso. Estos vectores pueden transformarse en una célula hospedadora adecuada para formar un sistema de
vector de célula hospedadora para la produccién de un polipéptido que tiene la actividad bioldgica de un transportador
celular. Los hospedadores adecuados incluyen microbios tales como organismos o lineas celulares de bacteria,
levadura, insecto o mamifero. Ejemplos de bacterias adecuadas son E. coli y B. subtilis. Un vector de levadura
preferido es pRS426-Gal. Ejemplos de levaduras adecuadas son Saccharomyces y Pichia. Células de anfibio
adecuadas son células de Xenopus. Vectores adecuados para lineas celulares de insecto incluyen vectores de
baculovirus. Las células de rata o humanas son células de mamifero preferidas.

La transformacion de una célula hospedadora con ADN recombinante puede realizarse por técnicas convencionales
que son bien conocidas por los expertos en la materia. Por "transformacion" se entiende un cambio genético
permanente o transitorio inducido en una célula después de la incorporacién de nuevo ADN (es decir, ADN exégeno
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a la célula). Cuando la célula es una célula de mamifero, un cambio genético permanente en general se consigue
mediante introduccién del ADN en el genoma de la célula. Por "célula transformada” o "célula hospedadora" se
entiende una célula (por ejemplo, procariota o eucariota) en que (o en uno de cuyos ancestros) se ha introducido, por
medio de técnicas de ADN recombinante, una molécula de ADN que codifica un polipéptido de la invencion (es decir,
un polipéptido INDY), o fragmento del mismo.

Cuando el hospedador es procariota, tal como E. coli, pueden prepararse células competentes que tienen capacidad
de captacion de ADN a partir de células recogidas después de la fase de crecimiento exponencial y posteriormente
tratadas por el método de CaCl> mediante procedimientos bien conocidos en la técnica. Como alternativa, puede
usarse MgClz o RbCI. La transformacion también puede realizarse después de formar un protoplasto de la célula
hospedadora o por electroporacion.

Cuando el hospedador es un eucariota, dichos métodos de transfeccion con ADN incluyen coprecipitados con fosfato
de calcio, procedimientos mecanicos convencionales tales como microinyeccion, electroporacion, insercién de un
plasmido encerrado en liposomas, o vectores viricos, asi como otros conocidos en la técnica, que pueden usarse. Las
células eucariotas también pueden cotransfectarse con secuencias de ADN que codifican un polipéptido de esta
divulgacion, y una segunda molécula de ADN exdgeno que codifica un fenotipo de seleccion, tal como el gen de la
timidina cinasa del herpes simple. Otros método es usar un vector virico eucariético, tal como el virus del simio 40
(SV40) o el virus del papiloma bovino, para infectar o transformar de forma transitoria células eucariotas y expresar la
proteina. (Eukaryotic Viral Vectors, Cold Spring Harbor Laboratory, Gluzman ed., 1982). Preferiblemente, un
hospedador eucariota se utiliza como célula hospedadora como se describe en este documento. La célula eucariota
puede ser una célula de levadura (por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae) o puede ser una célula de mamifero,
incluyendo una célula humana.

Pueden genomanipularse sistemas de células de mamifero que utilizan virus recombinantes o elementos viricos para
dirigir la expresion. Por ejemplo, cuando se usan vectores de expresion adenoviricos, las secuencias de acido nucleico
que codifican una proteina exégena pueden ligarse a un complejo de control de la transcripcién/traduccién adenovirico,
por ejemplo, el promotor tardio y la secuencia lider tripartita. Este gen quimérico después puede insertarse en el
genoma adenovirico por recombinacién in vitro o in vivo. La insercidon en una region no esencial del genoma virico (por
ejemplo, region E1 o E3) producird un virus recombinante que es viable y que puede expresar los polipéptidos en
hospedadores infectados (por ejemplo, Logan y Shenk, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 81:3655-3659, 1984).

Para produccién de alto rendimiento a largo plazo de proteinas recombinantes, se prefiere expresion estable. En lugar
de usar vectores de expresion que contengan origenes de replicacion viricos, las células hospedadoras pueden
transformarse con el ADNc que codifica una proteina de fusion de interleucina/receptor de interleucinas controlado por
elementos de control de la expresidn apropiados (por ejemplo, promotor, potenciador, secuencias, terminadores de la
transcripcion, sitios de poliadenilacién, etc.), y un marcador de seleccion. El marcador de seleccion en el plasmido
recombinante confiere resistencia a la seleccién y permite que las células integren de forma estable el plasmido en
sus cromosomas y crezcan para formar focos, que a su vez pueden clonarse y expandirse en lineas celulares. Por
ejemplo, después de la introduccién de ADN exdgeno, puede permitirse que las células genomanipuladas crezcan
durante 1 a 2 dias en un medio enriquecido, y después se cambian a un medio selectivo. Pueden usarse varios
sistemas de seleccion, incluyendo, aunque sin limitacion, el gen de la timidina cinasa del virus del herpes simple
(Wigler et al., Cell 11: 233, 1977), de la hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa (Szybalska y Szybalski, Proc. Natl.
Sci. U.S.A. 48: 2026, 1962) y de la adenina fosforribosiltransferasa (Lowy et al., Cell 22: 817, 1980), que pueden
emplearse.

En otras realizaciones, la divulgacién con fines de referencia se refiere a moléculas de acido nucleico aisladas que
codifican polipéptidos de interleucina, polipéptidos de receptor de interleucinas, polipéptidos de anticuerpo y
polipéptidos quiméricos de interleucina/receptor de interleucinas o partes biolégicamente activas de los mismos.
También se incluyen en la divulgaciéon con fines de referencia fragmentos de acido nucleico suficientes para su uso
como sondas de hibridaciéon para identificar acidos nucleicos quiméricos que codifican interleucina/receptor de
interleucinas y fragmentos para su uso como cebadores de PCR para la amplificacién y/o mutacién de moléculas de
acido nucleico quiméricas de interleucina/receptor de interleucinas. Como se usa en este documento, la expresion
"molécula de acido nucleico" pretende incluir moléculas de ADN (por ejemplo, ADNc o ADN gendmico), moléculas de
ARN (por ejemplo, ARNm), analogos del ADN o ARN generados usando analogos nucleotidicos, y derivados,
fragmentos y homologos de los mismos. La molécula de acido nucleico puede ser monocatenaria o bicatenaria, pero
preferiblemente esta compuesta por ADN bicatenario.

En otra realizacion preferida mas, la divulgacion con fines de referencia incluye un método para aislar un acido nucleico
de la invencidn, que incluye uno o mas de: (a) recombinar acidos nucleicos de al menos dos linfocinas o receptores
de linfocinas para crear una coleccion de acidos nucleicos; (b) transformar los genes recombinantes en una célula
competente; (c) cribar las células; (d) aislar el acido nucleico deseado para ciclos adicionales de recombinacion con
otro &cido nucleico. El método de esta divulgacion con fines de referencia también puede implicar la construccion de
acidos nucleicos recombinantes, vectores plasmidicos o ambos, y la expresion de genes en células hospedadoras
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transformadas. Las técnicas de clonacion molecular requeridas para conseguir estos objetivos son bien conocidas en
la técnica.

Un &cido nucleico codificante de interleucina puede codificar un polipéptido maduro de interleucina. Como se usa en
este documento, una forma "madura" de un polipéptido o proteina divulgado en la presente divulgacién con fines de
referencia es el producto de un polipéptido de origen natural, forma precursora, preproproteina o proproteina. El
polipéptido de origen natural, precursor o proproteina incluye, a modo de ejemplo no limitante, el producto génico de
longitud completa codificado por el gen correspondiente. Como alternativa, puede definirse como el polipéptido,
precursor o proproteina codificado por un ORF descrito en este documento. La forma "madura” del producto surge, a
modo de ejemplo no limitante, como resultado de una o mas etapas de procesamiento de origen natural que pueden
tener lugar dentro de la célula (célula hospedadora) en que surge el producto génico. Ejemplos de dichas etapas de
procesamiento que dan lugar a una forma "madura" de un polipéptido o proteina incluyen la escisién del residuo de
metionina (Met) N terminal codificado por el codén de inicio de un ORF o la escisién proteolitica de un péptido sefial o
secuencia lider. Por tanto, una forma madura que surge de un polipéptido o proteina precursora que tiene los residuos
1 a n, donde el residuo 1 es la metionina N terminal, tendria los residuos 2 a n restantes después de la eliminacion de
la metionina N terminal. Como alternativa, una forma madura que surge de un polipéptido o proteina precursora que
tiene los residuos 1 a n, en que se escinde una secuencia sefial N terminal del residuo 1 al residuo Met, tendria los
residuos desde el residuo Met+1 hasta el residuo n restantes. Ademas, como se usa en este documento, una forma
"madura” de un polipéptido o proteina puede surgir de una modificacién postraduccional distinta de un evento de
escision proteolitica. Dichos procesos adicionales incluyen, a modo de ejemplo no limitante, glucosilacion,
miristoilacion, oligomerizacién o fosforilacion. En general, un polipéptido o proteina madura puede ser el resultado del
funcionamiento de solamente uno de estos procesos, o una combinacion de cualquiera de ellos.

Un acido nucleico de la divulgacién con fines de referencia puede amplificarse usando ADNc, ARNm o, como
alternativa, ADN genémico como molde con cebadores oligonucleotidicos apropiados de acuerdo con técnicas
convencionales de amplificacion por PCR. Ademas, los oligonucledtidos correspondientes a las SEQ ID NO: 1-4 y 13-
16 y partes y combinaciones de los mismos pueden prepararse por técnicas sintéticas convencionales, por ejemplo,
usando un sintetizador automatizado de ADN.

Polipéptidos

La presente divulgacion con fines de referencia se basa en el descubrimiento de que la eficacia terapéutica de las
interleucinas puede potenciarse preacoplando o formando complejos de la interleucina con un receptor de interleucinas
o parte soluble del mismo. En determinadas realizaciones, la divulgacién con fines de referencia incluye métodos para
formar el complejo polipeptidico terapéutico de la divulgacién con fines de referencia. En una realizaciéon de la
divulgacion con fines de referencia, el método comprende proporcionar una cantidad adecuada de al menos un
polipéptido de linfocina o parte del mismo, proporciona una cantidad adecuada de al menos un polipéptido de receptor
de linfocinas o parte del mismo, mezclar los polipéptidos de linfocina y receptor de linfocinas en condiciones adecuadas
de pH e i6nica durante un tiempo suficiente para permitir la formacién de complejos, y opcionalmente concentrar o
purificar el complejo. Los polipéptidos del complejo pueden formarse, por ejemplo, usando un sintetizador peptidico
de acuerdo con métodos convencionales; expresando cada polipéptido componente por separado en una célula o
extracto celular, después aislando y purificando el polipéptido. Opcionalmente, el complejo polipeptidico terapéutico
de la invencién puede formarse expresando ambos componentes polipeptidicos del complejo de la invencién en la
misma célula o extracto celular, después aislando y purificando los complejos, por ejemplo, usando técnicas
cromatograficas, tales como cromatografia de afinidad con anticuerpos contra la parte de linfocina, la parte de receptor
de linfocinas o contra el complejo. Ademas, la divulgacién con fines de referencia incluye la expresion de una quimera
o proteina de fusion que comprende una interleucina, en el mismo marco y contigua a un receptor de interleucinas o
parte del mismo.

El complejo de la invencién de como resultado una composicion terapéutica que muestra semivida mas larga in vivo
con respecto a la administracion de IL-15 en solitario. Por tanto, en una realizacion preferida, el complejo polipeptidico
terapéutico de la divulgacion con fines de referencia comprende al menos un polipéptido de linfocina o parte del mismo,
preacoplado o en complejo con al menos un receptor de linfocinas, en el que el complejo demuestra una semivida in
vivo y eficacia mayores que la IL-15 en solitario. En otra realizacién, el complejo demuestra una semivida in vivo de
mas de aproximadamente una hora. En un aspecto de esta realizacion, el complejo terapéutico de la invencién se
forma a partir de polipéptidos recombinantes expresados en una célula bacteriana o eucariota o a través del uso de
péptidos sintetizados quimicamente. En determinadas realizaciones de la divulgaciéon con fines de referencia, el
polipéptido de linfocina o parte del mismo es un miembro seleccionado del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 5,
6, 10, 12, y combinaciones de los mismos. En determinadas realizaciones de la divulgacion con fines de referencia, el
polipéptido de receptor de linfocinas o parte del mismo es un miembro seleccionado del grupo que consiste en las
SEQID NO: 7, 8, 9, 11, y combinaciones de los mismos. En otra realizacién, el complejo terapéutico de la divulgacion
con fines de referencia demuestra eficacia aumentada cuando se administra a un organismo que lo necesita, en
comparacion con el suministro de linfocina, por ejemplo, IL-15 o IL-2, en solitario.
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En otra de las realizaciones preferidas, la divulgacion con fines de referencia se refiere a un método de creacion de
un complejo polipeptidico terapéutico preacoplado que comprende al menos una interleucina, por ejemplo, IL-15, IL-
2, partes o combinaciones de las mismas, preacoplada o en complejo con al menos un receptor de interleucinas, por
ejemplo, IL-15Ra, IL-2Ra, partes de o combinaciones de los mismos, generado incubando el polipéptido de interleucina
con un dominio soluble de receptor de interleucinas o expresando una molécula quimérica novedosa de acido nucleico
que comprende el segmento polinucleotidico de linfocina y el segmento polinucleotidico de receptor de linfocinas. En
una realizacion preferida, la divulgacion con fines de referencia proporciona un método para preacoplar una linfocina
y un receptor de linfocinas, que comprende proporcionar una parte de linfocina y una parte de receptor de linfocinas,
y combinar durante una cantidad adecuada de tiempo en condiciones iénicas y de pH tamponado que permitan la
formacion del complejo. En una realizacion particularmente preferida de la divulgacion con fines de referencia, el
polipéptido de linfocina se selecciona del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 5, 6, partes o combinaciones de los
mismos, y el polipéptido de receptor de linfocinas se selecciona del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 7, 8, partes
0 combinaciones de los mismos. En una realizacion, la divulgacion con fines de referencia incluye un método para
formar el complejo, que comprende proporcionar los componentes polipeptidicos aislados resuspendidos en un
tampon, por ejemplo, PBS, mezclar los polipéptidos, e incubar durante aproximadamente 1 minuto a aproximadamente
60 minutos a de aproximadamente 26 °C a aproximadamente 40 °C. En una realizaciéon adicional de la divulgacion
con fines de referencia, el polipéptido de receptor de linfocinas comprende una quimera de una parte de unioén a
linfocina y una parte Fc de anticuerpo. En una realizacion preferida de la divulgacion con fines de referencia, la SEQ
ID NO: 6 o partes de la misma, y la molécula quimérica de SEQ ID NO: 8 - Fc se suspenden ambas en PBS, se
mezclan y se incuban durante aproximadamente 20 minutos a aproximadamente 40 minutos a de aproximadamente
35 °C a aproximadamente 39 °C.

En otra realizaciéon de la divulgacion con fines de referencia, se proporcionan polipéptidos sustancialmente puros
homologos a las SEQ ID NO: 5-12. Un "polipéptido sustancialmente puro” es un polipéptido de interleucina o receptor
de interleucinas, o parte del mismo que se ha separado de componentes que lo acompanan de forma natural.
Tipicamente, el polipéptido es sustancialmente puro cuando esta al menos un 60 %, en peso, libre de proteinas y
moléculas organicas de origen natural con las que se asocia de forma natural. Preferiblemente, la preparacion es al
menos un 75 %, més preferiblemente al menos un 90 % y mucho mas preferiblemente al menos un 99 %, en peso, de
polipéptidos de interleucina y/o receptor de interleucinas. Un polipéptido sustancialmente puro puede obtenerse, por
ejemplo, por extraccidon de una fuente natural (por ejemplo, una célula eucariota); por expresion de un acido nucleico
recombinante que codifica un polipéptido; o por sintesis quimica de la proteina. La pureza puede medirse por cualquier
método apropiado, por ejemplo, por cromatografia en columna, electroforesis en gel de poliacrilamida o por analisis
de HPLC.

Los aminoacidos esenciales para la funcion de los polipéptidos de interleucina y receptor de interleucinas pueden
identificarse de acuerdo con procedimientos conocidos en la técnica, tales como mutagénesis dirigida al sitio o
mutagénesis por barrido de alanina (Cunningham y Wells, Science 244: 1081-1085, 1989; Bass et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 88: 4498-4502, 1991). En la ultima técnica, se introducen mutaciones de una sola alanina en diferentes
residuos en la molécula, y las moléculas mutantes resultantes se ensayan para la actividad biolégica (por ejemplo,
union al ligando y transduccion de sefiales) para identificar los residuos aminoacidicos que son cruciales para la
actividad de la molécula. Los sitios de interaccion del ligando-proteina también pueden determinarse por andlisis de
la estructura cristalina determinada por técnicas tales como resonancia magnética nuclear, cristalografia o marcaje de
fotoafinidad. (Véase, por ejemplo, de Vos et al., Science 255: 306-312, 1992; Smith et al., J. Mol. Biol. 224: 899-904,
1992; Wlodaver et al., FEBS Lett. 309: 59-64, 1992). Las identidades de los aminoacidos esenciales pueden deducirse
del analisis de homologias con proteinas relacionadas.

Pueden generarse multiples sustituciones de aminoacidos y ensayarse usando métodos conocidos de mutagénesis

y cribado, tales como los divulgados por Reidhaar-Olson y Sauer (Science 241: 53-57,1988; o Bowie y Sauer, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 86: 2152-2156, 1989). En resumen, estos autores divulgan métodos para aleatorizar
simultaneamente dos o mas posiciones en un polipéptido, seleccionar polipéptidos funcionales y después secuenciar
los polipéptidos mutagenizados para determinar el espectro de sustituciones permisibles en cada posicién. Otros
métodos que pueden usarse incluyen presentacion en fagos (por ejemplo, Lowman et al., Biochem. 30: 10832-10837,
1991; Ladner et al., patente de Estados Unidos n.° 5223 409; Huse, publicacion de la OMPI WO 92/06204) y
mutagénesis dirigida a region (Derbyshire et al., Gene 46: 145, 1986; Ner et al., DNA 7: 127, 1988). Los métodos de
mutagénesis como se divulgan anteriormente pueden combinarse con métodos de cribado de alto rendimiento para
detectar la actividad de proteinas mutagenizadas, clonadas en células hospedadoras. Las moléculas de ADN
mutagenizadas que codifican proteinas activas o partes de las mismas (por ejemplo, fragmentos de unién a ligando)
pueden recuperarse de las células hospedadoras y secuenciarse rapidamente usando equipos modernos. Estos
métodos permiten la determinacion rapida de la importancia de residuos aminoacidicos individuales en un polipéptido
de interés, y pueden aplicarse a polipéptidos de estructura desconocida.

Usando los métodos divulgados anteriormente, un experto en la materia puede preparar una diversidad de polipéptidos
que sean sustancialmente homélogos a la SEQ ID NO: 5-12 o variantes alélicas de los mismos y retengan las
propiedades de los polipéptidos de tipo silvestre. Como se expresa en este documento, la expresion "un polipéptido
como se define por la SEQ ID NO: 5-12" incluye todas las variantes alélicas y ortdlogos de especie de los polipéptidos.
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El término "polipéptido”, como se usa en este documento, incluye secuencias modificadas tales como glucoproteinas,
y se pretende especificamente que cubra polipéptidos o proteinas de origen natural, asi como aquellos que se
sintetizan de forma recombinante o sintética, que se producen en al menos dos conformaciones diferentes en los que
ambas conformaciones tienen la misma o sustancialmente la misma secuencia de aminoéacidos, pero tienen diferentes
estructuras tridimensionales. Los "fragmentos" son un parte de una proteina de origen natural. Los fragmentos pueden
tener la misma o sustancialmente la misma secuencia de aminoacidos que la proteina de origen natural.

La divulgacién, como divulgacién con fines de referencia también engloba proteinas que son funcionalmente
equivalentes al producto génico de interleucina y receptor de interleucinas, que se consideran por muchisimos criterios,
incluyendo, aunque sin limitacidn, el efecto biolégico resultante, por ejemplo, un cambio en el fenotipo tal como
proliferacién de inmunocitos, cambios en la expresion génica, por ejemplo, biomarcadores especificos que confirman
la activacion de las rutas de sefializacién de IL-15 y/o IL-2. Dichas proteinas funcionalmente equivalentes incluyen
adiciones o sustituciones de residuos aminoacidicos dentro de la secuencia de aminoacidos codificada por las
secuencias de nucleétidos descritas, pero que provocan un cambio sinénimo o "mutaciones conservativa",
produciendo de este modo un producto génico funcionalmente equivalente. En el caso de secuencias polipeptidicas
que son menos de un 100 % idénticas a una secuencia de referencia, las posiciones no idénticas son preferiblemente,
pero no necesariamente, sustituciones conservativas para la secuencia de referencia. Preferiblemente, se generan
sustituciones conservativas de aminoacidos en uno o mas residuos aminoacidicos no esenciales predichos. Una
"sustitucion conservativa de aminoacido" es una en que el residuo aminoacidico se remplaza con un residuo
aminoacidico que tiene una cadena lateral similar. En la técnica se han definido familias de residuos aminoacidicos
que tienen cadenas laterales similares. Estas familias incluyen aminoacidos con cadenas laterales basicas (por
ejemplo, lisina, arginina, histidina), cadenas laterales acidas (por ejemplo, acido aspartico, acido glutdmico), cadenas
laterales polares sin carga (por ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina), cadenas
laterales apolares (por ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano),
cadenas laterales con ramificaciones beta (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas
(por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina). Por tanto, un residuo aminoacidico no esencial predicho en la
proteina se remplaza con otro residuo aminoacidico de la misma familia de cadena lateral. Como alternativa, en otra
realizacién de la divulgacién con fines de referencia, pueden introducirse mutaciones aleatoriamente a lo largo de la
totalidad o parte de la secuencia codificante, tal como por mutagénesis por saturacion, y los mutantes resultantes
pueden cribarse por la actividad biolégica para identificar mutantes que retengan la actividad. Después de la
mutagénesis, la proteina codificada puede expresarse mediante cualquier tecnologia recombinante conocida en la
técnica y la actividad de la proteina puede determinarse.

Los polinucleétidos también pueden disefiarse para proporcionar secuencias adicionales tales como, por ejemplo, la
adicion de secuencias codificantes para aminoacidos C terminales o N terminales afadidos que facilitarian la
purificacién atrapandolos en columnas o mediante el uso de anticuerpos. Dichas marcas incluyen, por ejemplo, marcas
ricas en histidina que permiten la purificacion de polipéptidos en columnas de niquel. Dichas técnicas de modificacion
geénica y secuencias adicionales adecuadas son bien conocidas en las técnicas de biologia molecular.

En otra realizacién, la divulgacion con fines de referencia se refiere a un complejo peptidico que comprende un
polipéptido que tiene al menos un 30 % de homologia con un miembro seleccionado del grupo que consiste en las
SEQ ID NO: 5, 6, 10, 12, partes y combinaciones de los mismos, con un polipéptido que tiene al menos un 30 % de
homologia con un miembro seleccionado del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 7, 8, 9, 11, partes y combinaciones
de los mismos. En otra realizacién, la divulgacion con fines de referencia se refiere a un complejo peptidico que
comprende un polipéptido que tiene al menos un 80 % de homologia con un miembro seleccionado del grupo que
consiste en las SEQ ID NO: 5, 6, 10, 12, partes y combinaciones de los mismos, con un polipéptido que tiene al menos
un 80 % de homologia con un miembro seleccionado del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 7, 8, 9, 11, partes y
combinaciones de los mismos. En otra realizacion, la divulgacion con fines de referencia comprende un miembro
seleccionado del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 5, 6, 10, 12, partes y combinaciones de los mismos, acoplado
o en complejo con un miembro seleccionado del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 7, 8, 9, 11, partes y
combinaciones de los mismos.

La proliferacion celular, por ejemplo, la proliferacién de inmunocitos, disminuye en la carga o formacion tumoral o
aumenta en la resistencia tumoral, son pardmetros que pueden usarse para evaluar la eficacia del complejo de la
invencion. Un experto en la materia entendera que hay muchos métodos para evaluar la capacidad proliferativa de las
células que son adecuadas para su uso en los métodos de la divulgaciéon con fines de referencia. Por ejemplo, las
células pueden marcarse in vitro (o in vivo) con BrdU para determinar el porcentaje de células en divisiéon o pueden
evaluarse usando un ensayos de formacién de colonias, como se describe en Li et al. (1997), supra. Las células
adecuadas para el analisis de la capacidad proliferativa incluyen células que han crecido en histocultivo, células
aisladas de un animal que se ha tratado con un compuesto de ensayo, células que son parte de un animal vivo o
células que son parte de un corte histolégico obtenido de un animal.

En mas de una realizacion de los métodos ensayo anteriores de la divulgacion con fines de referencia, puede ser
deseable inmovilizar la interleucina, el receptor de interleucinas o el complejo de interleucina/receptor de interleucinas
para facilitar la separacion de las formas en complejo de las que no estan en complejo de las proteinas. En una
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realizacién de la divulgacion con fines de referencia, puede proporcionarse una proteina de fusion de interleucina o
receptor de interleucinas que afiada un dominio que permita que una o ambas proteinas se unan a una matriz. Por
ejemplo, las proteinas de fusion con GST o las proteinas de fusion de diana de GST pueden adsorberse en
microesferas de Sepharose con glutation (Sigma Chemical, St. Louis, Mo.) o placas de microvaloracion derivatizadas
con glutatién, y la mezcla de interleucina y receptor de interleucinas se incuba en condiciones que dan lugar a la
formacion de complejos (por ejemplo, en condiciones fisiologicas para la sal y el pH). Después de la incubacion, las
microesferas o pocillos de la placa de microvaloracién se lavan para retirar cualquier componente no unido, la matriz
inmovilizada en el caso de microesferas, y la cantidad de complejo se determina directa o indirectamente. Como
alternativa, los complejos pueden disociarse de la matriz, y la cantidad o actividad se determina usando técnicas
convencionales.

También pueden usarse en la invencion otras técnicas para inmovilizar proteinas en matrices. Por ejemplo, las
proteinas pueden inmovilizarse utilizando conjugacién de biotina y estreptavidina. Las moléculas proteinicas
biotiniladas pueden prepararse a partir de biotina-NHS (N-hidroxisuccinimida) usando técnicas bien conocidas en la
técnica (por ejemplo, kit de biotinilacion, Pierce Chemicals, Rockford, Ill.), e inmovilizarse en los pocillos de placas de
96 pocillos recubiertas con estreptavidina (Pierce Chemical). Como alternativa, anticuerpos reactivos con los
polipéptidos de interleucina o receptor de interleucinas, pero que no impiden la unién, pueden derivatizarse en los
pocillos de la placa, y atraparse complejos proteinicos en los pocillos mediante conjugaciéon de anticuerpos. Los
métodos para detectar dichos complejos, ademas de los descritos anteriormente para los complejos inmovilizados en
GST, incluyen inmunodeteccion de complejos usando anticuerpos reactivos con los polipéptidos de interleucina o
receptor de interleucinas, asi como ensayos enzimaticos que se basan en la deteccion de una actividad enzimatica
asociada con los polipéptidos de interleucina o receptor de interleucinas.

Otra realizacion preferida de la divulgacion con fines de referencia se refiere a métodos para modular, inhibir o
potenciar una respuesta inmunitaria, que comprende administrar una cantidad eficaz del complejo polipeptidico
terapéutico de la invencién a un individuo. Otros aspectos de este método incluyen la administracién de una cantidad
eficaz del complejo polipeptidico terapéutico en combinacién con al menos un excipiente farmacéuticamente
aceptable, adyuvante, agente biolégicamente activo o una combinacién de los mismos.

En otra realizacion, la divulgacion con fines de referencia proporciona un método para potenciar la inmunidad de un
organismo que lo necesita, mediante la administracién de un complejo preacoplado de una linfocina y receptor de
linfocinas que demuestra una semivida in vivo sustancialmente mas larga, y una eficacia sustancialmente mayor que
la linfocina en solitario. Ademas, esta realizacion de la divulgacién con fines de referencia también incluye un método
de accionamiento de la proliferacién homeostatica de inmunocitos sensibles a linfocina, por ejemplo, linfocitos T,
linfocitos B, linfocitos NK o similares. En determinadas realizaciones preferidas de la divulgacion con fines de
referencia, la presente realizacién incluye el uso de una molécula receptora de linfocinas que contiene un fragmento
Fc de inmunoglobulina humana. Por ejemplo, una construccion de IL-15Ra-Fc esta disponible en el mercado en R&D
Systems (Mineapolis, MN). Ademas, un experto en la materia reconocerd que el dominio receptor de linfocinas del
complejo de la divulgacion con fines de referencia puede tener opcionalmente el fragmento Fc de inmunoglobulina
eliminado.

En otra realizacion, la presente divulgacion con fines de referencia incluye un método para aplicar el complejo como
un adyuvante para aumentar las respuestas inmunitarias contra cancer, infeccion, o para potenciar la vacunacion de
cualquier tipo. En un aspecto de esta realizacion, el complejo de la invencion se usa para potenciar la reconstitucion
del sistema inmunitario después de trasplante de médula 6sea, de células madre o en casos de inmunodeficiencia
tales como SIDA. La presente divulgacion con fines de referencia también incluye un método de uso del complejo de
la invencién para ayudar en el crecimiento de linfocitos in vitro, que después pueden usarse para inmunoterapia
adoptiva, que comprende proporcionar un paciente; retirar un volumen de sangre del paciente y aislar los linfocitos del
paciente; tratar los linfocitos con una cantidad eficaz del complejo de la invencion; y administrar los linfocitos tratados
de nuevo al paciente.

En otra mas de las realizaciones preferidas, la divulgacion con fines de referencia incluye un método de uso del
complejo modificado para usarse como antagonista de la actividad de la linfocina, por ejemplo, IL-15. Por ejemplo, a
través de modificaciones de secuencia de una linfocina o receptor de linfocinas, por ejemplo, IL-15 o IL-15Ra, el
complejo combinado podria convertirse en un inhibidor de la actividad de la linfocina in vivo. Dicha molécula podria
tener efectos terapéuticos potenciales en la inhibicién de la autoinmunidad, el rechazo de trasplantes o la enfermedad
de injerto contra hospedador.

En cualquiera de las realizaciones preferidas de la divulgacion con fines de referencia, se contempla cualquiera de las
posibles formas recombinantes de la molécula del complejo de linfocina/receptor de linfocinas. Por ejemplo, una
molécula peptidica monocatenaria producida a partir de una construccioén genética que contenga el gen de la linfocina,
por ejemplo, IL-2, IL-15, partes o combinaciones de los mismos, fusionado con el gen del receptor de linfocinas, por
ejemplo, IL-2Ra, IL-15Ra, partes o combinaciones de los mismos, y opcionalmente la parte Fc de un anticuerpo. En
determinadas realizaciones de la divulgacion con fines de referencia la construccion genética puede incluir ademas
una o mas secuencias de acido nucleico que codifican polipéptidos conectores. Ademas de servir para aliviar las
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restricciones estéricas o conformacionales en el complejo, es concebible que la secuencia conectora pudiera conferir
otras cualidades, por ejemplo, una secuencia de reconocimiento por nucleasa, una secuencia de reconocimiento por
proteasa, un dominio fotorreactivo, un dominio hidréfobo, un dominio hidréfilo, un dominio activo, funcién enzimatica,
un sitio para modificacién quimica o conjugacion, purificacién o similares. En otras realizaciones, la divulgacion con
fines de referencia proporciona moléculas quiméricas compuestas por al menos un gen de linfocina y al menos un gen
de receptor de linfocinas ligados en tdndem de modo que permitirian la expresion de formas multiméricas del complejo,
por ejemplo, dimeros, trimeros y similares. Estas proteinas también podria producirse en células eucariotas o
procariotas.

Proteinas quiméricas y de fusion

Como se describe supra, la divulgacién con fines de referencia también proporciona proteinas quiméricas o de fusion.
Como se usa en este documento, una "proteina quimérica" o "proteina de fusién" comprende un polipéptido unido de
forma funcional a otro polipéptido, por ejemplo, uno o mas de los polipéptidos elegidos de las SEQ ID NO: 5-12 o
partes de las mismas. Aunque los polipéptidos elegidos de las SEQ ID NO: 5-12 incluyen polipéptidos que tienen una
secuencia de aminoacidos con al menos un 30 % de homologia. Dentro de la proteina de fusion, el polipéptido puede
correspondes a la totalidad o a una parte de un polipéptido elegido de las SEQ ID NO: 5-12. En una realizacién de la
divulgacion con fines de referencia, la proteina de fusion comprende al menos una parte biolégicamente activa de la
proteina. En otra realizacion de la divulgacion con fines de referencia, la proteina de fusién comprende al menos dos
partes bioldgicamente activas de al menos una proteina elegida de las SEQ ID NO: 5-12. En otra realizacién de la
divulgacion con fines de referencia, la proteina de fusién comprende al menos tres partes biolégicamente activas de
al menos una proteina elegida de las SEQ ID NO: 5-12. Dentro de la proteina de fusion, la expresion "unido de forma
funcional" pretende indicar que los polipéptidos concretos se fusionan en el mismo marco entre si en el extremo N o
el extremo C.

En mas de una realizacién de la divulgacion con fines de referencia de los métodos de ensayo anteriores, puede ser
deseable inmovilizar los polipéptidos quiméricos de la invencidn para facilitar la separacion de las proteinas. En una
realizacién, puede proporcionarse una proteina de fusion que afiada un dominio que permita que las proteinas se unan
a una matriz. Por ejemplo, proteinas de fusion con la glutation-S-transferasa o conjugacion de biotina y estreptavidina.

En una realizacién de la divulgacién con fines de referencia, la proteina de fusion es una proteina de fusién con GST

en que las secuencias polipeptidicas se fusionan en el extremo C o el extremo N de las secuencias de GST (glutation-
S-transferasa). En otra realizacién de la divulgaciéon con fines de referencia, la proteina de fusion contiene una
secuencia sefial heterdloga en su extremo N. En determinadas células hospedadoras (por ejemplo, células
hospedadoras de mamifero), la expresion y/o secrecion pueden aumentarse a través del uso de una secuencia sefial
heterdloga. En otra realizacion de la divulgacion con fines de referencia, la proteina de fusion es una proteina de fusién
de inmunoglobulina en que los polipéptidos o complejo polipeptidico de la invencion se fusionan con secuencias
derivadas de un miembro de la familia de proteinas de inmunoglobulina. En una realizacion de la divulgacion con fines
de referencia, las proteinas de fusion de inmunoglobulina de la invencién pueden incorporarse en composiciones
farmacéuticas y administrarse a un sujeto para modular una interaccién entre un ligando y una proteina sobre la
superficie de una célula. Las proteinas de fusion de inmunoglobulina pueden usarse para afectar a la biodisponibilidad
de un ligando analogo. La inhibicion de la interaccion del ligando puede ser util terapéuticamente tanto para el
tratamiento de trastornos proliferativos y de diferenciacion, asi como para la modulacién (por ejemplo, promocién o
inhibicion) de la supervivencia celular. Ademas, las proteinas de fusion de inmunoglobulina de la invencion pueden
usarse como inmunégenos para producir anticuerpos en un sujeto, para purificar ligandos, y en ensayos de cribado
para identificar moléculas que inhiban la interaccion.

Una proteina quimérica o de fusién de la divulgacién con fines de referencia puede producirse por técnicas
convencionales de ADN recombinante. Por ejemplo, fragmentos de ADN que codifican las diferentes secuencias
polipeptidicas se ligan conjuntamente en el mismo marco de acuerdo con técnicas convencionales, por ejemplo,
empleando terminales con extremos romos o extremos escalonados para el ligamiento, digestion con enzimas de
restriccion para proporcionar terminales apropiados, relleno de extremos cohesivos segun lo apropiado, tratamiento
con fosfatasa alcalina para evitar una union indeseable y ligamiento enzimatico. En otra realizacién de la divulgacion
con fines de referencia, el gen de fusion puede sintetizarse por técnicas convencionales, incluyendo sintetizadores
automatizados de ADN. Como alternativa, puede realizarse amplificacién por PCR de fragmentos génicos usando
cebadores de anclaje que dan lugar a salientes complementarios entre dos fragmentos génicos consecutivos que
posteriormente pueden hibridarse y volver a amplificarse para generar una secuencia génica quimérica (véase, por
ejemplo, Ausubel, et al. (eds.) CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, John Wiley & Sons, 1992).
Ademas, estan disponibles en el mercado muchos vectores de expresion que ya codifican un resto de fusiéon (por
ejemplo, un polipéptido de GST). Una o mas de las SEQ ID NO: 1-4 y 13-16 puede clonarse en dicho vector de
expresion, de modo que el resto de fusién se ligue en el mismo marco al polipéptido deseado.

Anticuerpos
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El término "anticuerpo”, como se usa en este documento, se refiere a moléculas de inmunoglobulina y partes
inmunolégicamente activas de moléculas de inmunoglobulina (lg), es decir, moléculas que contienen un sitio de unién
a antigeno que se une especificamente a (inmunorreacciona con) un antigeno, que comprende al menos una, y
preferiblemente dos, regiones variables de la cadena pesada (H) (abreviadas en este documento como VH), y al
menos una y preferiblemente dos regiones variables de la cadena ligera (L) (abreviadas en este documento como VL).
Dichos anticuerpos incluyen, aunque sin limitacion, fragmentos policlonales, monoclonales, quiméricos,
monocatenarios, Fab, Fab'y F(ab')2, y una coleccién de expresion de Fab. Las regiones VH y VL se pueden subdividir
ademas en regiones de hipervariabilidad, denominadas "regiones determinantes de complementariedad" ("CDR"),
intercaladas con regiones que estan mas conservadas, denominadas "regiones flanqueantes" (FR). La extension de
la region flanqueante y las CDR se ha definido de forma precisa (véase, Kabat, E. A., et al. (1991) Sequences of
Proteins of Immunological Interest, quinta edicion, U.S. Department of Health and Human Services, publicacién NIH
n.° 91-3242, y Chotia, C. et al. (1987) J. Mol. Biol. 196: 901-917). Cada VH y VL esta compuesta por tres CDR y cuatro
FR dispuestas desde el extremo aminico hasta el extremo carboxilico en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2,
FR3, CDR3, FR4. En general, las moléculas de anticuerpo obtenidas de seres humanos se refieren a cualquiera de
las clases IgG, IgM, IgA, IgE e IgD, que difieren entre si por la naturaleza de la cadena pesada presente en la molécula.
Determinadas clases tienen subclases también, tales como IgG1, IgG2 y otras. Ademas, en seres humanos, la cadena
ligera puede ser una cadena kappa o una cadena lambda. La referencia en este documento a anticuerpos incluye una
referencia a todas estas clases, subclases y tipos de especies de anticuerpos humanos.

Los anticuerpos pueden prepararse a partir del polipéptido intacto o fragmentos que contienen péptidos de interés
como agente inmunizador. Un fragmento polipeptidico antigénico preferido para la divulgacion con fines de referencia
es de 15-100 aminoacidos contiguos de las SEQ ID NO: 5-12. En una realizacion de la divulgaciéon con fines de
referencia, el péptido estd ubicado en un dominio que no es transmembranario del polipéptido, por ejemplo, en un
dominio extracelular o intracelular. Un anticuerpo o fragmento de anticuerpo ejemplar se une a un epitopo que es
accesible desde el medio extracelular y que altera la funcionalidad de la proteina. En determinadas realizaciones, la
presente divulgacion con fines de referencia comprende anticuerpos que reconocen y son especificos para uno o mas
epitopos de cualquiera de las SEQ ID NO: 5-12, variantes, partes y/o combinaciones de los mismos. En otras
realizaciones de la divulgacién con fines de referencia, los anticuerpos pueden ser especificos para el propio complejo
de interleucina/receptor de interleucinas. En otras realizaciones mas de la divulgacion con fines de referencia, un
anticuerpo especifico para una interleucina puede funcionar como "receptor de interleucinas”, es decir, funciona en un
mecanismo de transpresentacion similar al observado con un complejo que implica la parte soluble de los polipéptidos
receptores de interleucinas, es decir, IL-15Ra y/o IL-2Ra. En realizaciones alternativas, los anticuerpos de la
divulgacion con fines de referencia pueden dirigirse a e impedir la interaccion de la interleucina/receptor de
interleucinas para inhibir la sefializacién de la interleucina.

La preparacién de anticuerpos policlonales es bien conocida en la técnica de biologia molecular; véase, por ejemplo,
Production of Polyclonal Antisera in Immunochemical Processes (Manson, ed.), paginas 1-5 (Humana Press 1992) y
Coligan et al., Production of Polyclonal Antisera in Rabbits, Rats, Mice and Hamsters in Current Protocols in
Immunology, seccion 2.4.1 (1992). La preparacion de anticuerpos monoclonales también es bien conocida en la
técnica; véase, por ejemplo, Harlow et al., Antibodies: A Laboratory Manual, pagina 726 (Cold Spring Harbor Pub.
1988).

Los anticuerpos monoclonales pueden obtenerse inyectando a ratones o conejos una composiciéon que comprende un
antigeno, verificando la presencia de produccion de anticuerpo al retirar una muestra de suero, retirando el bazo para
obtener linfocitos B, fusionando los linfocitos con células mieloma para producir hibridomas, clonando los hibridomas,
seleccionando los clones positivos que producen anticuerpos contra el antigeno, y aislando los anticuerpos de los
cultivos de hibridoma. Los anticuerpos monoclonales puede aislarse y purificarse de cultivos de hibridoma por técnicas
bien conocidas en la técnica.

En otras realizaciones de la divulgacién con fines de referencia, el anticuerpo puede producirse de forma recombinante,
por ejemplo, producirse por presentacion en fagos o por métodos combinatorios. La presentacion en fagos y los
métodos combinatorios pueden usarse para aislar anticuerpos recombinantes que se unan a las SEQ ID NO: 5-12 o
fragmentos de las mismas (como se describe en, por ejemplo, Ladner et al. patente de Estados Unidos n.° 5 223 409;
Kang et al. publicacion internacional n.° WO 92/18619; Dower et al. publicacién internacional n.° WO 91/17271; Winter
et al. publicacion internacional WO 92/20791; Markland et al. publicacion internacional n.° WO 92/15679; Breitling et
al. publicacion internacional WO 93/01288; McCafferty et al. publicacion internacional n.° WO 92/01047; Garrard et al.
publicacion internacional n.° WO 92/09690; Ladner et al. publicacion internacional n.° WO 90/02809; Fuchs et al. (1991)
Bio/Technology 9:1370-1372; Hay et al. (1992) Hum Antibod Hybridomas 3:81-85; Huse et al. (1989) Science
246:1275-1281; Griffths et al. (1993) EMBO J. 12:725-734; Hawkins et al. (1992) J Mol Biol 226:889-896; Clackson et
al. (1991) Nature 352:624-628; Gram et al. (1992) PNAS 89:3576-3580; Garrad et al. (1991) Bio/Technology 9:1373-
1377; Hoogenboom et al. (1991) Nuc Acid Res 19:4133-4137; y Barbas et al. (1991) PNAS 88:7978-7982).

Los anticuerpos monoclonales humanos también pueden generarse usando ratones transgénicos que portan los genes
de inmunoglobulina humana en lugar del sistema de raton. Los esplenocitos de estos ratones transgénicos
inmunizados con el antigeno de interés se usan para producir hibridomas que secretan mAb humanos con afinidades
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especificas por epitopos de una proteina humana (véase, por ejemplo, Wood et al. solicitud internacional WO
91/00906, Kucherlapati et al. publicacién PCT WO 91/10741; Lonberg et al. solicitud internacional WO 92/03918; Kay
et al. solicitud internacional 92/03917; Lonberg, N. et al. 1994 Nature 368:856-859; Green, L. L. et al. 1994 Nature
Genet. 7:13-21; Morrison, S. L. et al. 1994 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855; Bruggeman et al. 1993 Year
Immunol 7:33-40; Tuaillon et al. 1993 PNAS 90:3720-3724; Bruggeman et al. 1991 Eur J Immunol 21:1323-1326).

Un anticuerpo terapéuticamente Util contra los componentes del complejo de la invencion o el propio complejo puede
obtenerse de un anticuerpo monoclonal "humanizado". Los anticuerpos monoclonales humanizados se producen
transfiriendo regiones determinantes de complementariedad de ratéon de cadenas variables pesada y ligera de la
inmunoglobulina de ratén a un dominio variable humano, después sustituyendo los residuos humanos en las regiones
flanqueantes de los equivalentes murinos. El uso de componentes de anticuerpo derivados de anticuerpos
monoclonales humanizados obvia los posibles problemas asociados con la inmunogenia de las regiones constantes
murinas. Pueden encontrarse técnicas para producir anticuerpos monoclonales humanizados en Jones et al., Nature
321: 522, 1986 y Singer et al., J. Immunol. 150: 2844, 1993. Los anticuerpos también pueden derivar de fragmentos
de anticuerpo humano aislados de una colecciéon combinatoria de inmunoglobulinas; véase, por ejemplo, Barbas et
al., Methods: A Companion to Methods in Enzymology 2, 119, 1991.

Ademas, pueden obtenerse anticuerpos quiméricos por corte y empalme de los genes de una molécula de anticuerpo
de ratéon con especificidad antigénica apropiada junto con genes de una molécula de anticuerpo humano de
especificidad bioldgica apropiada; véase, por ejemplo, Takeda et al., Nature 314: 544-546, 1985. Un anticuerpo
quimérico es uno en que diferentes partes derivan de diferentes especies de animales.

Puede usarse tecnologia antidiotipica para producir anticuerpos monoclonales que imiten a un epitopo. Un anticuerpo
monoclonal antidiotipico generado contra un primer anticuerpo monoclonal tendra un dominio de union en la regién
hipervariable que es la "imagen" del epitopo unido por el primer anticuerpo monoclonal. Como alternativa, pueden
usarse técnicas usadas para producir anticuerpos monocatenarios para producir anticuerpos monocatenarios. Los
anticuerpos monocatenarios se forman conectando los fragmentos de cadena pesada y ligera de la region Fv mediante
un puente de aminoacidos, lo que da como resultado un polipéptido monocatenario. Pueden generarse fragmentos de
anticuerpo que reconozcan epitopos especificos, por ejemplo, epitopos extracelulares, por técnicas bien conocidas en
la técnica. Dichos fragmentos incluyen fragmentos Fab producidos por digestion proteolitica, y fragmentos Fab
generados por reduccién de los puentes disulfuro. Cuando se usan para inmunoterapia, los anticuerpos monoclonales,
fragmentos de los mismos 0 ambos, pueden marcarse o0 no marcarse con un agente terapéutico. Estos agentes pueden
acoplarse directa o indirectamente al anticuerpo monoclonal por técnicas bien conocidas en la técnica, e incluyen
agentes tales como farmacos, radioisétopos, lectinas y toxinas.

Los intervalos de dosificacion para la administracion de anticuerpos monoclonales son suficientemente grandes para
producir el efecto deseado, y variaran con la edad, estado, peso, sexo, edad y el grado de la afeccion a tratar, y pueden
determinarlos facilmente los expertos en la materia. Las dosificaciones pueden ser de aproximadamente 0,1 mg/kg a
aproximadamente 2000 mg/kg. Los anticuerpos monoclonales pueden administrarse por via intravenosa,
intraperitoneal, intramuscular y/o subcutanea.

En determinadas realizaciones de la divulgacion con fines de referencia, al menos un epitopo englobado por el péptido
antigénico es una region de las SEQ ID NO: 5-12 que esta ubicado sobre la superficie de la proteina, por ejemplo, una
region hidrofila. Un andlisis de la hidrofobia de la secuencia proteinica indicara las regiones de un polipéptido que son
particularmente hidrofilas y, por lo tanto, que probablemente codificaran residuos superficiales utiles para la produccién
de anticuerpos dirigidos. Como un medio para la produccién de anticuerpos dirigidos, pueden generarse diagramas
de hidropatia que muestran regiones de hidrofilia e hidrofobia por cualquier método bien conocido en la técnica,
incluyendo, por ejemplo, los métodos de Kyte y Doolittle o de Hopp y Woods, ya sea con o sin transformada de Fourier.
Véase, por ejemplo, Hopp y Woods, 1981, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 78: 3824-3828; Kyte y Doolittle 1982, J. Mol.
Biol. 157: 105-142. También se proporcionan en este documento anticuerpos que son especificos para uno o mas
dominios dentro de una proteina antigénica, o derivados, fragmentos, analogos u homélogos de los mismos. Una
proteina de la invencidn, o un derivado, fragmento, analogo, homélogo u ortélogo de la misma, puede utilizarse como
inmundgeno en la generacién de anticuerpos que se unan inmunoespecificamente a estos componentes proteinicos.

Anticuerpos humanos

Los anticuerpos completamente humanos se refieren esencialmente a moléculas de anticuerpo en que la secuencia
completa tanto de la cadena ligera como de la cadena pesada, incluyendo las CDR, surgen de genes humanos. Dichos
anticuerpos se denominan "anticuerpos humanos" o "anticuerpos completamente humanos" en este documento. Los
anticuerpos monoclonales humanos pueden prepararse por la técnica de trioma; la técnica de hibridoma de linfocitos
B humanos (véase, Kozbor, et al., 1983 Immunol Today 4: 72) y la técnica de hibridoma de EBV para producir
anticuerpos monoclonales humanos (véase, Cole, et al., 1985 En: MONOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER
THERAPY, Alan R. Liss, Inc., pag. 77-96). Los anticuerpos monoclonales humanos pueden utilizarse en la practica de
la presente invencion y pueden producirse usando hibridomas humanos (véase, Cote, et al., 1983, Proc Natl Acad Sci
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USA 80: 2026-2030) o transformando linfocitos B humanos con virus de Epstein Barr in vitro (véase, Cole, et al., 1985
En: MONOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER THERAPY, Alan R. Liss, Inc., pag. 77-96).

Ademas, los anticuerpos humanos también pueden producirse usando técnicas adicionales, incluyendo colecciones
de presentacion en fagos (Hoogenboom y Winter, J. Mol. Biol. 227:381 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581
(1991)). Asimismo, los anticuerpos humanos pueden generarse introduciendo locus de inmunoglobulina humana en
animales transgénicos, por ejemplo, ratones en que los genes de inmunoglobulina enddgenos se han inactivado parcial
o completamente. Tras la exposicidn, se observa produccion de anticuerpos humanos, que se parecen mucho a los
observados en seres humanos en todos los aspectos, incluyendo el reordenamiento génico, el ensamblaje y el
repertorio de anticuerpos. Esta estrategia se describe, por ejemplo, en las patentes de Estados Unidos n.° 5 545 807;
5 545 806; 5569 825; 5625 126; 5633 425; 5661 016, y en Marks et al. (Bio/Technology 10, 779-783 (1992));
Lonberg et al. (Nature 368 856-859 (1994)); Morrison (Nature 368, 812-13 (1994)), Fishwild et al., (Nature
Biotechnology 14, 845-51 (1996)); Neuberger (Nature Biotechnology 14, 826 (1996)); y Lonberg y Huszar (Intern. Rev.
Immunol. 13 65-93 (1995)).

Los anticuerpos humanos pueden producirse adicionalmente usando animales no humanos transgénicos que se
modifican para que produzcan anticuerpos completamente humanos en lugar de los anticuerpos endégenos del animal
en respuesta a la exposicion por el antigeno. (Véase la publicacion PCT WO 94/02602). Los genes enddgenos que
codifican las cadenas pesada y ligera de inmunoglobulina en el hospedador no humano se han incapacitado, y se
insertan locus activos que codifican las cadenas pesada y ligera de inmunoglobulinas humanas en el genoma del
hospedador. Los genes humanos se incorporan, por ejemplo, usando cromosomas artificiales de levadura que
contienen los segmentos de ADN humano necesarios. Un animal que proporciona todas las modificaciones deseadas
se obtiene entonces como descendencia por cruce de animales transgénicos intermedios que contienen menos de la
totalidad del complemento de las modificaciones. La realizacion preferida de dicho animal no humano es un ratén, y
se denomina Xenomouse™ como se divulga en las publicaciones PCT WO 96/33735 y WO 96/34096. Este animal
produce linfocitos B que secretan inmunoglobulinas completamente humanas. Los anticuerpos pueden obtenerse
directamente del animal después de inmunizacién con un inmunégeno de interés como, por ejemplo, una preparacion
de un anticuerpo policlonal, o como alternativa de linfocitos B inmortalizados derivados del animal, tales como
hibridomas que producen anticuerpos monoclonales. Ademas, los genes que codifican las inmunoglobulinas con
regiones variables humanas pueden recuperarse y expresarse para obtener los anticuerpos directamente, o pueden
modificarse adicionalmente para obtener andlogos de anticuerpos tales como, por ejemplo, moléculas Fv
monocatenarias.

Fragmentos Fab y anticuerpos monocatenarios

De acuerdo con la divulgacién con fines de referencia, las técnicas pueden adaptarse para la producciéon de
anticuerpos monocatenarios especificos contra una proteina antigénica de la invencién (véase, por ejemplo, la patente
de Estados Unidos n.° 4 946 778). Ademas, los métodos pueden adaptarse para la construccion de colecciones de
expresion de Fab (véase, por ejemplo, Huse, et al., 1989 Science 246: 1275-1281) para permitir la identificacion rapida
y eficaz de fragmentos Fab monoclonales con la especificidad deseada por una proteina o derivados, fragmentos,
analogos u homodlogos de la misma. Los fragmentos de anticuerpo que contienen los idiotipos contra un antigeno
proteinico pueden producirse por técnicas conocidas en la técnica incluyendo, aunque sin limitacién: (i) un fragmento
F(ab")2 producido por digestion con pepsina de una molécula de anticuerpo; (ii) un fragmento Fab generado reduciendo
los puentes disulfuro de un fragmento F(ab')2; (iii) un fragmento Fab generado por el tratamiento de la molécula de
anticuerpo con papaina y un agente reductor y (iv) fragmentos Fv.

Anticuerpos biespecificos

Los anticuerpos biespecificos son anticuerpos monoclonales, preferiblemente humanos o humanizados, que tienen
especificidades de unién por al menos dos antigenos diferentes. En el presente caso, una de las especificidades de
unién es por una proteina antigénica de la invencién. La segunda diana de unién es cualquier otro antigeno, y
ventajosamente es una proteina de superficie celular o receptor o subunidad de receptor.

Los métodos para generar anticuerpos biespecificos son conocidos en la técnica. Tradicionalmente, la produccién
recombinante de anticuerpos biespecificos se basa en la coexpresion de dos pares de cadena pesada/cadena ligera
de inmunoglobulina, donde las dos cadenas pesadas tienen diferentes especificidades (Milstein y Cuello, Nature,
305:537-539 (1983)). A causa de la gama aleatoria de cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulina, estos
hibridomas (cuadromas) producen una mezcla potencial de diez moléculas de anticuerpo diferentes, de las que
solamente una tiene la estructura biespecifica correcta. La purificaciéon de la molécula correcta se consigue
habitualmente por etapas de cromatografia de afinidad. Se divulgan procedimientos similares en el documento WO
93/08829, publicado el 13 de mayo de 1993, y en Traunecker et al., EMBO J., 10:3655-3659 (1991).

Los dominios variables del anticuerpo con las especificidades de unién deseadas (sitios de combinacion de anticuerpo-
antigeno) pueden fusionarse a las secuencias del dominio constante de la inmunoglobulina. La fusion es
preferiblemente con un dominio constante de la cadena pesada de inmunoglobulina, que comprende al menos parte
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de las regiones de bisagra, CH2 y CH3. Se prefiere tener presente la primera regién constante de la cadena pesada
(CH1) que contiene el sitio necesario para la union con la cadena ligera en al menos una de las fusiones. Los ADN
que codifican las fusiones de la cadena pesada de inmunoglobulinay, si se desea, la cadena ligera de inmunoglobulina,
se insertan en vectores de expresion diferentes, y se cotransfectan en un organismo hospedador adecuado. Para
detalles adicionales de generacion de anticuerpos biespecificos véase, por ejemplo, Suresh et al., Methods in
Enzymology, 121:210 (1986).

De acuerdo con otra estrategia descrita en el documento WO 96/27011, la superficie de contacto entre un par de
moléculas de anticuerpo puede genomanipularse para maximizar el porcentaje de heterodimeros que se recuperan
del cultivo de células recombinantes. La superficie de contacto preferida comprende al menos una parte de la region
CH3 de un dominio constante del anticuerpo. En este método, una o mas cadenas laterales pequefias de aminoacidos
de la superficie de contacto de la primera molécula de anticuerpo se remplazan con cadenas laterales mas grandes
(por ejemplo, tirosina o triptéfano). Se crean "cavidades" compensatorias de tamario idéntico o similar a la una o mas
cadenas laterales grandes en la superficie de contacto de la segunda molécula de anticuerpo remplazando cadenas
laterales grandes de aminoacidos con las mas pequefias (por ejemplo, alanina o treonina). Esto proporciona un
mecanismo para aumentar la produccion del heterodimero sobre otros productos finales indeseados tales como
homodimeros.

Los anticuerpos biespecificos pueden prepararse como anticuerpos de longitud completa o fragmentos de anticuerpo
(por ejemplo, anticuerpos biespecificos F(ab')2). Se han descrito en la bibliografia técnicas para generar anticuerpos
biespecificos a partir de fragmentos de anticuerpo. Por ejemplo, pueden prepararse anticuerpos biespecificos usando
ligamiento quimico. Brennan et al., Science 229:81 (1985) describen un procedimiento en el que anticuerpos intactos
se escinden proteoliticamente para generar fragmentos F(ab')2. Estos fragmentos se reducen en presencia del agente
formado de complejos con ditiol arsenito de sodio para estabilizar los ditioles adyacentes y evitar la formacion de
disulfuro intermolecular. Los fragmentos Fab' generados entonces se convierten en derivados de tionitrobenzoato
(TNB). Uno de los derivados de Fab'-TNB se vuelve a convertir entonces en el Fab'-tiol por reduccién con
mercaptoetilamina y se mezcla con una cantidad equimolar del otro derivado de Fab'-TNB para formar el anticuerpo
biespecifico. Los anticuerpos biespecificos producidos pueden usarse como agentes para la inmovilizacién selectiva
de enzimas.

Ademas, los fragmentos Fab' puede recuperarse directamente de E. coli y acoplarse quimicamente para formar
anticuerpos biespecificos. Shalaby et al., J. Exp. Med. 175:217-225 (1992) describen la produccion de una molécula
F(ab')2 de anticuerpo biespecifico completamente humanizado. Cada fragmento Fab' se secretd por separado de E.
coli y se sometié a acoplamiento quimico dirigido in vitro para formar el anticuerpo biespecifico. El anticuerpo
biespecifico asi formado podia unirse a células que sobreexpresaban el receptor ErbB2 y linfocitos T humanos
normales, asi como activaba la actividad litica de los linfocitos citotéxicos humanos contra dianas de tumor de mama
humano.

También se han descrito diversas técnicas para generar y aislar fragmentos de anticuerpo biespecifico directamente
de cultivo de células recombinantes. Por ejemplo, se han producido anticuerpos biespecificos usando cremalleras de
leucina. Kostelny et al., J. Immunol. 148(5):1547-1553 (1992). Los péptidos de cremallera de leucina de las proteinas
Fos y Jun se ligaron a las partes Fab' de dos anticuerpos diferentes por fusién génica. Los homodimeros de anticuerpo
se redujeron en la regiéon de bisagra para formar mondmeros y después se reoxidaron para formar los heterodimeros
de anticuerpo. Este método también puede utilizarse para la produccion de homodimeros de anticuerpo. La tecnologia
de "diacuerpo" descrita por Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448 (1993) ha proporcionado un
mecanismo alternativo para generar fragmentos de anticuerpo biespecifico. Los fragmentos comprenden un dominio
variable de la cadena pesada (VH) conectado a un dominio variable de la cadena ligera (VL) mediante un conector
que es demasiado corto para permitir el emparejamiento entre los dos dominios en la misma cadena. Por consiguiente,
los dominios VH y VL de un fragmento se obligan a emparejarse con los dominios VL y VH complementarios de otro
fragmento, formando de ese modo dos sitios de unién a antigeno. También se ha informado de otra estrategia para
generar fragmentos de anticuerpo biespecifico por el uso de dimeros de Fv monocatenario (sFv). Véase, Gruber et
al., J. Immunol. 152:5368 (1994). Se contemplan anticuerpos con mas de dos valencias. Por ejemplo, pueden
prepararse anticuerpos triespecificos. Tutt et al., J. Immunol. 147:60 (1991).

Los anticuerpos biespecificos ejemplares pueden unirse a dos epitopos diferentes, de los que al menos uno de ellos
proviene del antigeno proteinico de la invencion. Como alternativa, un brazo antiantigénico de una molécula de
inmunoglobulina puede combinarse con un brazo que se une a una molécula activadora en un leucocito tal como una
molécula receptora de linfocitos T (por ejemplo, CD2, CD3, CD28 o B7), o receptores de Fc para IgG (FcgammaR),
tales como FcgammaRI (CD64), FcgammaRII (CD32) y FcgammaRIll (CD16) para centrar los mecanismos de defensa
celular en la célula que expresa el antigeno particular. Los anticuerpos biespecificos también pueden usarse para
dirigir agentes citotoxicos a células que expresan un antigeno particular. Estos anticuerpos poseen un brazo de unién
a antigeno y un brazo que se une a un agente citotoxico o un quelante de radionuclido, tal como EOTUBE, DPTA,
DOTA o TETA.

Anticuerpos heteroconjugados
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Los anticuerpos heteroconjugados también estan dentro del alcance de la presente divulgacion con fines de referencia.
Los anticuerpos heteroconjugados estan compuestos por dos anticuerpos unidos covalentemente. Dichos anticuerpos,
por ejemplo, se han propuesto para dirigir células del sistema inmunitario a células indeseadas (patente de Estados
Unidos n.° 4 676 980), y para el tratamiento de infeccién por VIH (documentos WO 91/00360; WO 92/200373; EP
03089). Se contempla que los anticuerpos pueden prepararse in vitro usando métodos conocidos en quimica sintética
de proteinas, incluyendo los que implican agentes de reticulacion. Por ejemplo, pueden construirse inmunotoxinas
usando una reaccién de intercambio de disulfuro o por formaciéon de un enlace tioéter. Ejemplos de reactivos
adecuados para este proposito incluyen iminotiolato y metil-4-mercaptobutirimidato y los divulgados, por ejemplo, en
la patente de Estados Unidos n.° 4 676 980.

Inmunoconjugados

La divulgacion con fines de referencia también se refiere a inmunoconjugados que comprenden un anticuerpo
conjugado con un agente citotéxico tal como un agente quimioterapico, toxina (por ejemplo, una toxina
enzimaticamente activa de origen bacteriano, fungico, vegetal o animal, o fragmentos de la misma), o un isétopo
radioactivo (es decir, un radioconjugado). Los conjugados del anticuerpo y agente citotéxico se generan usando una
diversidad de agentes bifuncionales de acoplamiento proteinico tales como propionato de N-succinimidil-3-(2-
piridilditiol) (SPDP), iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de imidoésteres (tales como adipimidato de dimetilo
HCI), ésteres activos (tales como suberato de disuccinimidilo), aldehidos (tales como glutareldehido), compuestos
bisacido (tales como bis (p-acidobenzoil) hexanodiamina), derivados de bisdiazonio (tales como bis-(p-
diazoniobenzoil)-etilendiamina), diisocianatos (tales como 2,6-diisocianato de tolueno), y compuestos de fluor
bisactivos (tales como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno). Por ejemplo, una inmunotoxina de ricina puede prepararse
como se describe en Vitetta et al., Science, 238: 1098 (1987). El acido triaminapentaacético de 1-isotiocianatobencil-
3-metildietileno marcado con carbono-14 (MX-DTPA) es un agente quelante ejemplar para la conjugacion de
radionucledtido con el anticuerpo. Véase el documento WO 94/11026.

En otra realizacion de la divulgacion con fines de referencia, el anticuerpo puede conjugarse con un "receptor" para
su utilizacién en preabordaje de tumores, en el que el conjugado de anticuerpo-receptor se administra al paciente,
seguido de eliminacién del conjugado no unido de la circulacion usando un agente de depuracion y después
administracion de un "ligando" que a su vez esté conjugado con un agente citotoxico.

Inmunoliposomas

Los anticuerpos divulgados en este documento también pueden formularse como inmunoliposomas. Los liposomas
que contienen el anticuerpo se preparan por métodos conocidos en la técnica, tal como se describen en Epstein et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82: 3688 (1985); Hwang et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA, 77: 4030 (1980); y las patentes
de Estados Unidos n.° 4 485 045 y 4 544 545. Los liposomas con tiempo en circulacion aumentado se divulgan en la
patente de Estados Unidos n.° 5 013 556.

Pueden generarse liposomas particularmente utiles por el método de evaporacién en fase inversa con una
composicion lipidica que comprende fosfatidilcolina, colesterol y fosfatidiletanolamina derivatizada con PEG (PEG-
PE). Los liposomas se extruyen a través de filtros de tamafo de poro definido para producir liposomas con el diametro
deseado. Los fragmentos Fab' del anticuerpo de la presente invencién pueden conjugarse con los liposomas como se
describe en Martin et al., J. Biol. Chem. 257: 286-288 (1982) mediante una reaccion de intercambio de disulfuro. Un
agente quimioterapico (tal como Doxorrubicina) esta contenido opcionalmente dentro del liposoma. Véase Gabizon et
al., J. National Cancer Inst., 81(19): 1484 (19809).

Una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo de la divulgacion con fines de referencia se refiere en general
a la cantidad necesaria para conseguir un objetivo terapéutico. Como se indica anteriormente, este puede ser una
interaccion de unién entre el anticuerpo y su antigeno diana que, en determinados casos, impide el funcionamiento de
la diana y, en otros casos, promueve una respuesta fisioldgica. La cantidad requerida a administrarse dependera,
ademas, de la afinidad de unidn del anticuerpo por su antigeno especifico, y también dependera de la tasa a la que
un anticuerpo administrado se reduzca del volumen libre de otro sujeto al que se administra. Los intervalos comunes
para la dosificacion terapéuticamente eficaz de un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la divulgacién con fines
de referencia pueden ser, a modo de ejemplo no limitante, de aproximadamente 0,1 mg/kg de peso corporal a
aproximadamente 50 mg/kg de peso corporal. Las frecuencias de dosificacién comunes pueden variar, por ejemplo,
de dos veces al dia a una vez a la semana.

Como divulgacion con fines de referencia, los anticuerpos que se unen especificamente a una proteina de la invencion,
asi como otras moléculas identificadas por los ensayos de cribado divulgados en este documento, pueden
administrarse para el tratamiento de diversos trastornos en forma de composiciones farmacéuticas. Los principios y
consideraciones implicados en la preparacion de dichas composiciones, asi como las directrices en la elecciéon de
componentes se proporcionan, por ejemplo, en Remington: The Science And Practice Of Pharmacy 19.2 ed. (Alfonso
R. Gennaro, et al., editores) Mack Pub. Co., Easton, Pa.: 1995; Drug Absorption Enhancement: Concepts, Possibilities,
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Limitations, And Trends, Harwood Academic Publishers Langhorne, Pa., 1994; y Peptide And Protein Drug Delivery
(Advances In Parenteral Sciences, Vol. 4), 1991, M. Dekker, Nueva York.

Los ingredientes activos también pueden atraparse en microcapsulas preparadas, por ejemplo, por técnicas de
coacervacién o por polimerizacion interfacial, por ejemplo, microcapsulas de hidroximetilcelulosa o gelatina y
microcapsulas de poli(metilmetacrilato), respectivamente, en sistemas coloidales de suministro de farmacos (por
ejemplo, liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) o en
macroemulsiones. Las formulaciones a usar para administracién in vivo deben ser estériles. Esto se consigue
facilmente por filtraciéon a través de membranas de filtracion estériles.

Pueden prepararse preparaciones de liberacion mantenida. Ejemplos adecuados de preparaciones de liberacion
mantenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidréfobos sélidos que contienen el anticuerpo, que son
matrices en forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas o microcapsulas. Ejemplos de matrices de
liberacion mantenida incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli(2-hidroxietil-metacrilato) o poli(alcohol
vinilico)), polilactidas (patente de Estados Unidos n.° 3 773 919), copolimeros de acido L-glutdmico y gamma-etil-L-
glutamato, acetato de etilenvinilo no degradable, copolimeros de acido lactico-acido glicélico degradables tales como
LUPRON DEPOT™ (microesferas inyectables compuestas por copolimero de acido lactico-acido glicdlico y acetato
de leuprolida), y acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico. Aunque los polimeros tales como acetato de etilenvinilo y acido
lactico-acido glicolico posibilitan la liberacion de moléculas durante mas de 100 dias, determinados hidrogeles liberan
proteinas durante periodos de tiempo mas cortos.

Ensayo ELISA

Un agente para detectar una proteina analito es un anticuerpo que puede unirse a una proteina analito, preferiblemente
un anticuerpo con un marcador detectable. Los anticuerpos pueden ser policlonales, o mas preferiblemente,
monoclonales. Puede usarse un anticuerpo intacto, o un fragmento del mismo (por ejemplo, Fab o F(ab)2). El término
"marcado”, con respecto a la sonda o anticuerpo, pretende englobar marcaje directo de la sonda o anticuerpo por
acoplamiento (es decir, ligamiento fisico) de una sustancia detectable a la sonda o anticuerpo, asi como marcaje
indirecto de la sonda o anticuerpo por reactividad con otro reactivo que estd marcado directamente. Ejemplos de
marcaje indirecto incluyen deteccion de un anticuerpo primario usando un anticuerpos secundario marcado de forma
fluorescente y marcaje del extremo de una sonda de ADN con biotina de modo que pueda detectarse con
estreptavidina marcada de forma fluorescente. La expresion "muestra biolégica" pretende incluir tejidos, células y
liquidos bioldgicos aislados de un sujeto, asi como tejidos, células y liquidos presentes dentro de un sujeto. Se incluye
dentro del uso de la expresion "muestra biolégica", por lo tanto, sangre y una fracciéon o componente de la sangre,
incluyendo suero sanguineo, plasma sanguineo o linfa. Es decir, el método de deteccion de la invencion puede usarse
para detectar un ARNm analito, proteina o ADN gendémico en una muestra bioldgica in vitro, asi como in vivo. Por
ejemplo, técnicas in vitro para la deteccién de un ARNm analito incluyen hibridaciones de Northern e hibridaciones in
situ. Técnicas in vitro para la deteccion de una proteina analito incluyen enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA),
transferencias de Western, inmunoprecipitaciones e inmunofluorescencia. Técnicas in vitro para la deteccién de un
ADN genomico analito incluyen hibridaciones de Southern. Se describen procedimiento para realizar inmunoensayos,
por ejemplo en "ELISA: Theory and Practice: Methods in Molecular Biology", Vol. 42, J. R. Crowther (Ed.) Human
Press, Totowa, N.J., 1995; "Immunoassay"”, E. Diamandis y T. Christopoulus, Academic Press, Inc., San Diego, Calif.,
1996; y "Practice and Theory of Enzyme Immunoassays"”, P. Tijssen, Elsevier Science Publishers, Amsterdam, 1985.
Ademas, técnicas in vivo para la deteccion de una proteina analito incluyen introducir en un sujeto un anticuerpo
marcado antiproteina analito. Por ejemplo, el anticuerpo puede detectarse con un marcador radioactivo cuya presencia
y ubicacién en un sujeto pueden detectarse por técnicas convencionales de imagenes de forma intracavitaria o
transdérmica, en solitario o con células efectoras.

Usos terapéuticos y formulaciones

Los acidos nucleicos de la divulgaciéon con fines de referencia y proteinas de la invencién son utiles en posibles
aplicaciones profilacticas y terapéuticas implicadas en una diversidad de trastornos incluyendo, aunque sin limitacion:
trastornos metabdlicos, diabetes, obesidad, enfermedad infecciosa, anorexia, cancer, trastornos neurodegenerativos,
enfermedad de Alzheimer, trastorno de Parkinson, trastornos inmunitarios, trastornos hematopoyéticos y las diversas
dislipidemias, alteraciones metabdlicas asociadas con obesidad, el sindrome metabdlico X y trastornos consuntivos
asociados con enfermedades cronicas y diversos canceres, cardiomiopatia, ateroesclerosis, hipertensién, defectos
cardiacos congénitos, estenosis adrtica, comunicacion interauricular (CIA), comunicacién auriculoventricular (CAV),
conducto arterial, estenosis pulmonar, estenosis subadrtica, comunicacion interventricular (CIV), valvulopatias,
esclerosis tuberosa, esclerodermia, lupus eritematoso, obesidad, trasplante, adrenoleucodistrofia, hiperplasia
suprarrenal congénita, cancer de préstata, neoplasia; adenocarcinoma, linfoma, cancer de utero, fertilidad, leucemia,
hemofilia, hipercoagulacién, purpura trombocitopénica idiopatica, inmunodeficiencias, enfermedad de injerto contra
hospedador, SIDA, asma bronquial, artritis reumatoide y artrosis, enfermedad de Crohn; esclerosis multiples, el
tratamiento de ostoeodistrofia hereditaria de Albright, y otras enfermedades, trastornos y afecciones similares.
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Las preparaciones para la administracion del complejo terapéutico de la invencion incluyen soluciones, suspensiones
y emulsiones acuosas 0 no acuosas estériles. Ejemplos de disolventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol,
aceites vegetales tales como aceite de oliva, y ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo. Los vehiculos
acuosos incluyen agua, soluciones alcohdlicas/acuosas, emulsiones o suspensiones, incluyendo solucion salina y
medio tamponado. Los vehiculos incluyen solucién de cloruro de sodio de Ringer con dextrosa, solucién de dextrosa
y cloruro de sodio de Ringer con lactato, incluyendo los vehiculos intravenosos reponedores de liquidos y nutrientes,
reponedores de electrolitos y similares. Pueden afiadirse conservantes y otros aditivos tales como, por ejemplo,
agentes antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes y gases inertes y similares.

Las moléculas de acido nucleico de la divulgacion con fines de referencia, polipéptidos para su uso de acuerdo con la
invencion, y como anticuerpos de la divulgacion con fines de referencia (también denominados en este documento
"compuestos activos"), y derivados, fragmentos, analogos y homodlogos de los mismos, pueden incorporarse en
composiciones farmacéuticas adecuadas para su administracion. Dichas composiciones tipicamente comprenden la
molécula de acido nucleico, proteina o anticuerpo y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Como se usa en este
documento, "vehiculo farmacéuticamente aceptable" pretende incluir todos y cada uno de los disolventes, medios de
dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y retardadores de la absorcion
y similares, compatibles con la administracion farmacéutica. Se describen vehiculos adecuados en la edicién mas
reciente de Remington's Pharmaceutical Sciences, un texto de referencia habitual en el campo. Ejemplos preferidos
de dichos vehiculos o diluyentes incluyen, aunque sin limitacion, agua, solucién salina, soluciones de Ringer, solucion
de dextrosa y seroalbumina humana al 5 %. También pueden usarse liposomas y vehiculos no acuosos tales como
aceites fijos. El uso de dichos medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas es bien conocido en la
técnica. Excepto en la medida que cualquier medio convencional o agente sea incompatible con el compuesto activo,
se contempla el uso del mismo en las composiciones. También se pueden incorporar compuestos activos
complementarios a las composiciones.

Una composiciéon farmacéutica de la invencion se formula para que sea compatible con su via de administraciéon
pretendida. Ejemplos de vias de administracion incluyen administracion parenteral, por ejemplo, intravenosa,
intradérmica, subcutanea, oral (por ejemplo, inhalacion), transdérmica (es decir, topica), transmucosa, intraperitoneal
y rectal. Las soluciones o suspensiones usadas para aplicacion parenteral, intradérmica o subcutanea pueden incluir
los siguientes componentes: un diluyente estéril tal como agua para inyeccion, soluciéon salina, aceites fijos,
polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol u otros disolventes sintéticos; agentes antibacterianos tales como alcohol
bencilico o metilparabenos; antioxidantes tales como acido ascérbico o bisulfito de sodio; agentes quelantes tales
como acido etilendiaminatetraacético (EDTA); tampones tales como acetatos, citratos o fosfatos, y agentes para el
ajuste de la tonicidad tales como cloruro de sodio o dextrosa. El pH pude ajustarse con acidos o bases, tales como
acido clorhidrico o hidroxido de sodio. La preparacion parenteral puede confinarse en ampollas, jeringas deseables o
viales multidosis hechos de vidrio o plastico.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones acuosas estériles (cuando son
solubles en agua) o dispersiones y polvos estériles para la preparacion improvisada de soluciones inyectables estériles
o dispersion. Para administracion intravenosa, los vehiculos adecuados incluyen solucién salina fisioldgica, agua
bacteriostatica, Cremophor™. (BASF, Parsippany, N.J.) o solucion salina tamponada con fosfato (PBS). En todos los
casos, la composicidn debe ser estéril y debe ser liquida en la medida que sea facil de inyectar. Debe ser estable en
las condiciones de fabricaciéon y almacenamiento y debe estar conservada contra la accién contaminante de
microorganismos tales como bacterias y hongos. El vehiculo puede ser un disolvente o medio de dispersion que
contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido, y similares), y
mezclas adecuadas de los mismos. Se puede mantener la fluidez apropiada, por ejemplo, mediante el uso de un
recubrimiento tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de una
dispersién y mediante el uso de tensioactivos. La prevencién de la accién de microorganismos puede conseguirse
mediante diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido
ascorbico, timerosal y similares. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, glucidos,
polialcoholes tales como manitol, sorbitol, cloruro de sodio en la composicion. La absorcién prolongada de las
composiciones inyectables se puede lograr incluyendo en la composiciéon un agente que retarde la absorcién, por
ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Pueden prepararse soluciones inyectables estériles incorporando el compuesto activo (por ejemplo, el complejo
terapéutico de la invencién) en la cantidad requerida en un disolvente apropiado con uno o una combinacion de
ingredientes enumerados anteriormente, segun se requiera, seguido de esterilizacion por filtracion. En general, las
dispersiones se preparan incorporando el compuesto activo en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersion
basico y los otros ingredientes requeridos de los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la
preparacion de soluciones inyectables estériles, métodos de preparacion son secado al vacio y liofilizacion que
produce un polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente deseado adicional a partir de una solucién
previamente filtrada a esterilidad del mismo.

Las composiciones orales en general incluyen un diluyente inerte o un vehiculo comestible. Se confinan en capsulas
de gelatina o se comprimen en comprimidos. Con fines de administracion terapéutica oral, al compuesto activo se le
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puede incorporar excipientes y usarse en forma de comprimidos, trociscos o capsulas. Las composiciones orales
también puede prepararse usando un vehiculo liquido para su uso como colutorio, en el que el compuesto en el
vehiculo liquido se aplica por via oral y se remueve enjuagando y se expectora o se traga. Pueden incluirse agentes
aglutinantes farmacéuticamente compatibles y/o materiales adyuvantes como parte de la composiciéon. Los
comprimidos, pildoras, capsulas, trociscos y similares pueden contener cualquiera de los siguientes ingredientes, o
compuestos de una naturaleza similar: un aglutinante tal como celulosa microcristalina, goma de tragacanto o gelatina;
un excipiente tal como almidén o lactosa, un agente disgregante tal como acido alginico, Primogel o almidén de maiz;
un lubricante tal como estearato de magnesio o Sterotes; un emoliente tal como didxido de silicio coloidal; un agente
edulcorante tal como sacarosa o sacarina; o un agente aromatizante tal como menta, salicilato de metilo o aromatizante
de naranja.

Para administracién oral, las composiciones farmacéuticas pueden adoptar la forma de, por ejemplo, comprimidos o
capsulas preparadas por medios convencionales con excipientes farmacéuticamente aceptables tales como agentes
aglutinantes (por ejemplo, almidon de maiz pregelatinizado, polivinilpirrolidona o hidroxipropilmetilcelulosa); rellenos
(por ejemplo, lactosa, celulosa microcristalina o hidrogenofosfato de calcio); lubricantes (por ejemplo, estearato de
magnesio, talco o silice); disgregantes (por ejemplo, almidén de patata o almidén glicolato de sodio); o agentes
humectantes (por ejemplo, lauril sulfato de sodio). Los comprimidos pueden recubrirse por métodos bien conocidos
en la técnica. Las preparaciones liquidas para administracion oral pueden adoptar la forma de, por ejemplo, soluciones,
jarabes o suspensiones, o pueden presentarse como un producto seco para su reconstitucién con agua u otro vehiculo
adecuado antes de su uso. Dichas preparaciones liquidas pueden prepararse por medios convencionales con aditivos
farmacéuticamente aceptables tales como agentes de suspension (por ejemplo, jarabe de sorbitol, derivados de
celulosa o grasas comestibles hidrogenadas); agentes emulsionantes (por ejemplo, lecitina o goma arabiga); vehiculos
no acuosos (por ejemplo, aceite de almendra, ésteres oleosos, alcohol etilico o aceites comestibles fraccionados); y
conservantes (por ejemplo, p-hidroxibenzoatos de metilo o propilo o acido sérbico). Las preparaciones también pueden
contener sales tamponantes, agentes aromatizantes, colorantes y edulcorantes segun lo apropiado.

Las preparaciones para administracion oral se pueden formular de forma adecuada para proporcionar una liberacion
controlada del compuesto activo. Para administracién bucal, las composiciones pueden adoptar la forma de
comprimidos o grageas formuladas de manera convencional. Para administracion por inhalacion, los compuestos para
su uso de acuerdo con la presente invencion se suministran convenientemente en forma de una presentacion de
pulverizacién de aerosol desde envases presurizados o un nebulizador, con el uso de un propulsor adecuado, por
ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, diéxido de carbono u otro gas adecuado.
En el caso de un aerosol presurizado, la dosis unitaria se puede determinar proporcionando una valvula para
suministrar una cantidad medida. Pueden formularse capsulas y cartuchos de, por ejemplo, gelatina para su uso en
un inhalador o insuflador, que contienen una mezcla en polvo del compuesto y una base en polvo adecuada tal como
lactosa o almidén. Los compuestos pueden formularse para administracién parenteral por inyeccién, por ejemplo,
mediante inyeccion en embolada o infusion continua. Las formulaciones para inyeccién pueden presentarse en forma
monodosis, por ejemplo, en ampollas o en recipientes multidosis, con un conservante afiadido. Las composiciones
pueden adoptar formas tales como suspensiones, soluciones o emulsiones en vehiculos oleosos o0 acuosos, y pueden
contener agentes de formulacion tales como agentes de suspension, estabilizantes y/o dispersantes. Como alternativa,
el ingrediente activo puede estar en forma de polvo para su constituciéon con un vehiculo adecuado, por ejemplo, agua
apirdgena estéril antes de su uso. Los compuestos también pueden formularse en composiciones rectales tales como
supositorios 0 enemas de retencién, por ejemplo, que contienen bases de supositorio convencionales tales como
manteca de cacao u otros glicéridos. Ademas de las formulaciones descritas previamente, los compuestos también se
pueden formular como una preparacion de liberacion lenta. Dichas formulaciones de accién prolongada pueden
administrarse por implante (por ejemplo, por via subcutanea o intramuscular) o por inyeccién intramuscular. Por tanto,
por ejemplo, los compuestos pueden formularse con materiales poliméricos o hidréfobos adecuados (por ejemplo,
como una emulsiéon en un aceite aceptable) o resines de intercambio i6nico, o como derivados moderadamente
solubles, por ejemplo, como una sal moderadamente soluble.

Para su administracion por inhalacién, los compuestos se suministran en forma de una pulverizaciéon de aerosol desde
un recipiente o dosificador presurizado que contiene un propulsor adecuado, por ejemplo, un gas tal como diéxido de
carbono, o un nebulizador.

La administracion sistémica también puede ser por medios transmucosos o transdérmicos. Para administracion
transmucosa o transdérmica, se usan en la formulacién penetrantes apropiados para la barrera a penetrar. Dichos
penetrantes en general son conocidos en la técnica, e incluyen, por ejemplo, para administracién transmucosa,
detergentes, sales biliares y derivados de acido fusidico. La administracién transmucosa puede conseguirse a través
del uso de pulverizadores nasales o supositorios. Para administracion transdérmica, los compuestos activos se
formulan en pomadas, balsamos, geles o cremas como se conoce en general en la técnica.

En una realizacion, los compuestos activos se preparan con vehiculos que protegeran al compuesto contra la rapida
eliminacion del organismo, tal como una formulacion de liberacion controlada, incluyendo implantes y sistemas de
suministro microencapsulados. Se pueden usar polimeros biodegradables, biocompatibles, tales como acetato de
etilenvinilo, polianhidridos, acido poliglicélico, colageno, poliortoésteres y acido polilactico. Los métodos para la
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preparacion de dichas formulaciones seran evidentes para los expertos en la materia. Los materiales también pueden
obtenerse en el mercado de Alza Corporation y Nova Pharmaceuticals, Inc. También pueden usarse suspensiones
liposémicas (que incluyen liposomas dirigidos a las células infectadas, con anticuerpos monoclonales contra antigenos
viricos) como vehiculos farmacéuticamente aceptables. Estos pueden prepararse de acuerdo con métodos conocidos
por los expertos en la materia, por ejemplo, como se describe en la patente de Estados Unidos n.° 4 522 811.

Es especialmente ventajoso formular composiciones orales o parenterales en una forma farmacéutica unitaria para
facilitar la administracion y la uniformidad de la dosificacion. La forma farmacéutica unitaria, como se usa en este
documento, se refiere a unidades fisicamente concretas adecuadas como dosis unitarias para el sujeto a tratar;
conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de compuesto activo calculada para producir el efecto
terapéutico deseado en asociacion con el vehiculo farmacéutico requerido. La especificacion para las formas
farmacéuticas unitarias de la invencién estan dictaminadas por y dependen directamente de las caracteristicas Unicas
del compuesto activo y el efecto terapéutico particular a conseguir, y las limitaciones inherentes en la técnica de
formulacion de dicho compuesto activo para el tratamiento de individuos.

Las moléculas de acido nucleico de la divulgaciéon con fines de referencia pueden insertarse en vectores y usarse
como vectores de genoterapia. Los vectores de genoterapia pueden suministrarse a un sujeto por, por ejemplo,
inyeccion intravenosa, administracion local (véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos n.° 5 328 470) o por
inyeccion estereotactica (véase, por ejemplo, Chen, et al., 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 3054-3057). La
preparacion farmacéutica del vector de genoterapia puede incluir el vector de genoterapia en un diluyente aceptable,
o puede comprender una matriz de liberacion lenta en que se incluya el vehiculo de genoterapia. Como alternativa,
cuando el vector de genoterapia completo puede producirse intacto desde células recombinantes, por ejemplo,
vectores retroviricos, la preparacion farmacéutica puede incluir una o mas células que producen el sistema de
suministro génico. Las composiciones farmacéuticas pueden incluirse en un recipiente, envase o dosificador junto con
instrucciones para su administracion.

Una dosis terapéuticamente eficaz se refiere a la cantidad del complejo terapéutico suficiente para provocar una mejora
o retardar los sintomas. La toxicidad y eficacia terapéutica de dichos compuestos pueden determinarse por
procedimientos farmacéuticos convencionales en cultivos celulares o animales experimentales, por ejemplo, para
determinar la DL50 (la dosis letal para el 50 % de la poblacion) y la DE5S0 (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50 %
de la poblacion). La relacion de dosis entre los efectos téxicos y terapéutico es el indice terapéutico y puede expresarse
como la relacién de DL50/DL50. Se prefieren compuestos que muestran indices terapéuticos grandes. Aunque pueden
usarse compuestos que muestran efectos secundarios toxicos, debe tenerse cuidado de disefiar un sistema de
suministro que dirija dichos compuestos al sitio de tejido afectado para minimizar el posible dafio a las células no
infectadas y, de ese modo, reducir los efectos secundarios. Los datos obtenidos de los ensayos de cultivo celular y
estudios en animales pueden usarse en la formulacién de un intervalo de dosificaciones para su uso en seres
humanos. La dosificacion de dichos compuestos se encuentra preferiblemente dentro de un intervalo de
concentraciones en circulacion que incluyen la DE50 con poca o ninguna toxicidad. La dosificacion puede variar dentro
de este intervalo dependiendo de la forma farmacéutica empleada y la via de administracion utilizada. Para cualquier
compuesto usado en el método de la invencion, la dosis terapéuticamente eficaz puede estimarse inicialmente a partir
de ensayos de cultivo celular. Una dosis puede formularse en modelos animales para conseguir un intervalo de
concentracion plasmatica en circulacién que incluya la CI50 (es decir, la concentraciéon del compuesto de ensayo que
consigue la mitad de la inhibicion maxima de la los sintomas) determinada en cultivo celular. Dicha informacion puede
usarse para determinar de manera mas precisa las dosis utiles en seres humanos. Los niveles en plasma pueden
medirse, por ejemplo, por cromatografia de liquidos de alto rendimiento.

Las composiciones farmacéuticas pueden formularse de manera convencional usando uno o mas vehiculos o
excipientes fisiolégicamente aceptables. Por tanto, los compuestos y sus sales y solvatos fisioldgicamente aceptables
pueden formularse para su administracion por inhalacion o insuflacién (a través de la boca o la nariz) o administraciéon
oral, bucal, intravenosa, intraperitoneal, parenteral o rectal.

También se divulga de acuerdo con la presente divulgacion con fines de referencia un kit o sistema que utiliza uno
cualquiera de los métodos, estrategias de seleccion, materiales o componentes descritos en este documento. Los kits
ejemplares de acuerdo con la presente divulgacion opcionalmente incluiran, adicionalmente instrucciones para realizar
métodos o ensayos, materiales de embalaje, uno o mas recipientes que contienen un ensayo, un dispositivo o
componentes del sistema, o similares.

En un aspecto adicional, la presente divulgacion con fines de referencia proporciona kits que materializan el complejo
y los métodos de uso divulgados en este documento. Los kits de la invencién opcionalmente incluyen uno o mas de
los siguientes: (1) componentes polipeptidicos o de acido nucleico descritos en este documento; (2) instrucciones para
poner en practica los métodos descritos en este documento y/o para llevar a cabo el procedimiento de seleccion de
este documento; (3) uno o mas componentes del ensayo de deteccion; (4) un recipiente para alojar acidos nucleicos
o polipéptidos, otros acidos nucleicos, plantas transgénicas, animales, células o similares y, (5) materiales de
embalaje.
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Organismos transgénicos

Una célula o animal transgénico usado en los métodos de la divulgacion con fines de referencia puede incluir un
transgén que codifique, por ejemplo, una copia de un polipéptido quimérico que comprenda una interleucina y receptor
de interleucinas. El transgén puede codificar una proteina que sea normalmente exdégena a la célula o animal
transgénico, incluyendo una proteina humana. El transgén puede ligarse a un promotor heterélogo o natural.

Esta divulgacién se refiere ademas a un método de produccién de animales transgénicos. Pueden usarse técnicas
conocidas en la técnica para introducir el transgén en animales para producir la linea creadora de animales. Dichas
técnicas incluyen, aunque sin limitacién: microinyeccion de pronucleos; transferencia génica mediada por retrovirus
en lineas germinales (Van der Putten et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 6148-6152, 1985; direcciéon génica en
células madre embrionarias (Thompson et al., Cell 56: 313-321, 1989; electroporacion de embriones (Lo, Mol. Cell
Biol. 3: 1803-1814, 1983; y transferencia génica mediada por esperma (Lavitrano, et al., Cell 57: 717-723, 1989; etc.
Para una revision de dichas técnicas, véase Gordon, Intl. Rev. Cytol. 115: 171-229, 1989. Por consiguiente, la
divulgacion con fines de referencia ofrece un organismo transgénico que contiene un transgén que codifica un
polipéptido quimérico de interleucina/receptor de interleucinas. El organismo transgénico puede ser una célula
eucariota, por ejemplo, una célula de levadura, un insecto, por ejemplo, un gusano o una mosca, un pez, un reptil, un
ave o un mamifero, por ejemplo, un roedor. El organismo transgénico puede comprender ademas una alteracion
genética, por ejemplo, una mutacién puntual, insercién o deficiencia, en un gen endégeno.

Una célula hospedadora de la divulgacion con fines de referencia, tal como una célula hospedadora procariota o
eucariota en cultivo, puede usarse para producir (es decir, expresar) los componentes polipeptidicos o complejo de la
invencion. Por consiguiente, la divulgacion con fines de referencia proporciona ademas métodos para producir proteina
usando las células hospedadoras de la invencidon. En una realizacidon, el método comprende cultivar la célula
hospedadora de la divulgacion con fines de referencia (en que se ha introducido un vector de expresion recombinante
que codifica la proteina) en un medio adecuado de modo que se produzca la proteina. En otra realizacion de la
divulgacion con fines de referencia, el método comprende ademas aislar la proteina del medio o la célula hospedadora.

Otro aspecto de la divulgacion con fines de referencia se refiere a células hospedadoras en que se ha introducido un
vector de expresion recombinante de la invencién. Las expresiones "célula hospedadora" y "célula hospedadora
recombinante" se usan indistintamente en este documento. Se entiende que dichas expresiones se refieren no
solamente a la célula en cuestion particular, sino también a la descendencia o posible descendencia de dicha célula.
Como pueden producirse determinadas modificaciones en las generaciones sucesivas debido a mutacion o influencias
ambientales, dicha descendencia puede no ser, de hecho, idéntica a la célula progenitora, pero aun se incluye dentro
del alcance de la expresion como se usa en este documento. Una célula hospedadora puede ser cualquier célula
procariota o eucariota. Por ejemplo, la proteina puede expresarse en células bacterianas tales como E. coli, células
de insecto, células de levadura o mamifero (tales como células de ovario de hamster chino (CHO) o células COS). Los
expertos en la materia conocen otras células hospedadoras adecuadas.

El ADN del vector puede introducirse en células procariotas o eucariotas mediante técnicas convencionales de
transformacion o transfeccion. Como se usa en este documento, los términos "transformacion" y "transfeccion"
pretenden referirse a una diversidad de técnicas reconocidas en la técnica para introducir acido nucleico exdgeno (por
ejemplo, ADN) en una célula hospedadora, incluyendo coprecipitacion con fosfato de calcio o cloruro de calcio,
transfeccién mediada por DEAE-dextrano, lipofeccién o electroporacion. Pueden encontrarse métodos adecuados
para transformar o transfectar células hospedadoras en Sambrook, et al. (MOLECULAR CLONING: A LABORATORY
MANUAL. 2.2 ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.,
1989), y otros manuales de laboratorio.

Para la transfeccion estable de células de mamifero, se sabe que, dependiendo del vector de expresion y la técnica
de transfeccién usada, solamente una pequefa fraccidon de células puede integrar el ADN exdgeno en su genoma.
Para identificar y seleccionar estos integrantes, en general se introduce un gen que codifica un marcador de seleccién
(por ejemplo, resistencia a antibiéticos) en las células hospedadoras junto con el gen de interés. Diversos marcadores
de seleccion incluyen los que confieren resistencia a farmacos, tales como G418, higromicina y metotrexato. Puede
introducirse un acido nucleico que codifique un marcador de seleccién en una célula hospedadora en el mismo vector
que el que codifica la proteina o puede introducirse en un vector diferente. Las células transfectadas de forma estable
con el acido nucleico introducido pueden identificarse por seleccién con farmaco (por ejemplo, las células que han
incorporado el gen marcador de seleccidn sobreviviran, mientras que las otras moriran).

Las células hospedadoras de la divulgacion con fines de referencia también pueden usarse para producir animales
transgénicos no humanos. Por ejemplo, en una realizacion, una célula hospedadora de la invencidon es un ovocito
fertilizado o una célula madre embrionaria en que se han introducido las secuencias codificantes de la proteina. Dichas
células hospedadoras pueden usarse entonces para crear animales transgénicos no humanos en que se han
introducido secuencias polipeptidicas exdégenas en su genoma o animales recombinantes homdélogos en que se han
alterado las secuencias polipeptidicas endégenas. Dichos animales son utiles para estudiar la funcién y/o actividad de
las proteinas y para identificar y/o evaluar moduladores de la actividad proteinica. Como se usa en este documento,
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un "animal transgénico" es un animal no humano, preferiblemente un mamifero, mas preferiblemente un roedor tal
como una rata o ratén, en que una o mas de las células del animal incluyen un transgén. Otros ejemplos de animales
transgénicos incluyen primates no humanos, ovejas, perros, vacas, cabras, pollos, anfibios, etc. Un transgén es ADN
exdégeno que se integra en el genoma de una célula a partir de la que se desarrolla un animal transgénico y que
permanece en el genoma del animal maduro, dirigiendo de ese modo la expresion de un producto génico codificado
en uno o mas tipos celulares o tejidos del animal transgénico. Como se usa en este documento, un "animal
recombinante homélogo" es un animal no humano, preferiblemente un mamifero, mas preferiblemente un ratén, en
que se ha alterado un gen enddgeno por recombinacion homologa entre el gen enddgeno y una molécula de ADN
exodgeno introducida en una célula del animal, por ejemplo, una célula embrionaria del animal, antes del desarrollo del
animal.

Un ejemplo de una realizacion preferida de la invencion se proporciona a continuacion.
Ejemplo 1
La coadministracion de IL-15 e IL-15Ra dirige la proliferacion de linfocitos T CD8 de memoria y linfocitos NK in vivo

Para determinar si la coadministracion de IL-15 e IL-15Ra de ratéon recombinante-Fc (rmlL-15Ra-Fc) podria mediar la
actividad de IL-15 in vivo, se utilizé un modelo de transferencia adoptiva para estimar el efecto de IL-15 sobre la
proliferaciéon de linfocitos T CD8+. Se transfirieron linfocitos T CD8+ esplénicos enriquecidos marcados con CFSE
CD45.1 a ratones CD45.2 normales y rmlL-15Ra-Fc (aproximadamente 15 pg). Cuatro dias después del tratamiento
con IL-15 en solitario, aproximadamente un 11 % de la poblacién de linfocitos T CD8+ donadores se habia dividido
(figura 1a, paneles superiores), en consonancia con nuestros resultados previos. En drastico contraste, la
coadministracion de la misma cantidad de IL-15 unida a rmIL-15Ra-Fc provoco la proliferacion de aproximadamente
un 69 % de los linfocitos T CD8+ donadores (figura 1). Ademas, aunque la mayoria de linfocitos T CD8 que responden
a IL-15 en solitario se dividian una vez, las células que respondian al tratamiento de combinacién experimentaban 5-
7 divisiones, provocando un aumento sustancial en los nimeros de células (datos no mostrados). El grueso de las
células en division expresaba niveles altos de CD44, lo que sugiere que las células que responden eran principalmente
linfocitos T CD8+ de memoria o que CD44 se habia regulado por aumento (figura 1a, paneles inferiores). De forma
importante, la administracion de rmlL-15Ra-Fc en solitario no indujo la proliferacién de linfocitos T CD8+ (datos no
mostrados). Cabe destacar que la coadministracion de una forma soluble de rmlIL-15Ra con IL-15 también provocaba
proliferaciéon potenciada de linfocitos T CD8+ donadores aunque a un nivel intermedio a IL-15 en solitario e IL-15
combinada con rmlL-15Ra-Fc (datos no mostrados). Para ensayar la accion del tratamiento combinado en linfocitos T
CD8 de memoria auténticos, se transfirieron de forma adoptiva linfocitos T de memoria CD8+ especificos de
ovalbumina (OVA) marcados con CFSE que se habian generado por infeccién con virus de la estomatitis vesicular
recombinante que expresaba OVA (VSV-OVA). Similar a los resultados anteriores, los linfocitos T CD8+ de memoria
especificos de antigeno que respondian al tratamiento combinado con IL-15/IL-15Ra-Fc proliferaron a un grado mucho
mayor que a los que se proporcion6 IL-15 en solitario (figura 1b).

Estudios pasados han implicado la IL-15 como inductor de la proliferacidon de linfocitos B, linfocitos NK y linfocitos T
NK, pero no de la proliferacién de linfocitos T CD4+. Por lo tanto, se examiné la capacidad de la IL-15 y la IL-15 en
complejo con el receptor de inducir la proliferacion de estos tipos celulares usando el sistema de transferencia adoptiva.
Los linfocitos T CD4+ y los linfocitos B no proliferaron en respuesta a aproximadamente 2,5 ug de IL-15, mientras que
los linfocitos NK proliferaron muy poco (figura 2). En contraste, la coadministracion de rmlL-15Ra-Fc con IL-15 indujo
proliferacién extensa de linfocitos NK, mientras que los linfocitos B no respondieron. La respuesta de los linfocitos T
NK fue similar a la de los linfocitos NK (datos no mostrados). De forma interesante, aunque no se cree que la IL-15
medie la proliferacion de los linfocitos T CD4+ de ratdn, los linfocitos T CD4+ ilustraron una respuesta intermedia al
complejo administrado.

Ejemplo 2
La IL-15/IL-15Ra en complejo potencia enormemente la actividad de IL-15 in vivo

A continuacion se examind la cinética temprana de la respuesta proliferativa a la coadministracion de rmlL-15Ra-Fc
con IL-15. La dilucion de CFSE era insignificante un dia después del tratamiento, pero en el dia dos, aproximadamente
un 36 % de la poblacién de linfocitos T CD8+ donadores se habia dividido, con un numero apreciable de células en la
tercera y cuarta ronda de division (figura 3). En el dia tres, aproximadamente un 59 % de los linfocitos T CD8+
donadores se habia dividido con muchas células en divisiones 5-6, mientras que aproximadamente un 73 % se habia
dividido en el dia cuatro con algunas células en la séptima ronda de divisién. Estos resultados y otros mostraron que
el efecto maximo de una sola dosis de IL-15/rmIL-15Ra-Fc se conseguia en aproximadamente 4 dias después del
tratamiento, seguido de la entrada de los linfocitos T CD8+ donadores en una tasa de proliferacion prolongada
caracteristica de los linfocitos T CD8+ de memoria (datos no mostrados).

La coadministracién de IL-15Ra-Fc con IL-15 potencia enormemente la potencia de IL-15. En el dia -1, ratones
recibieron i.v. aproximadamente 1,5 x 10° linfocitos congénicos enriquecidos en CD8 marcados con CFSE y en el dia
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0 recibieron i.p. PBS, IL-15 (aproximadamente 5 ug) o dosis variables de IL-15 con IL-15Ra-Fc (aproximadamente
2,5ug + 15 ug, aproximadamente 0,5ug+ 3 ug, aproximadamente 0,1ug+0,6ug o aproximadamente
0,02 pg + 0,12 pg). En el dia -1, cada ratén recibid i.v. aproximadamente 4,5 x 108 linfocitos congénicos enriquecidos
en CD8 marcados con CFSE y en el dia 0O recibieron i.p. PBS, IL-15 (aproximadamente 0,5 ug) + IL-15Ra-Fc
(aproximadamente 3 pg) o dosis variables de IL-15 (aproximadamente 12,5 pg, 25 yg o 37,5 ug). Los esplenocitos
CD8+ se analizaron en el dia 4 para la dilucion de CFSE por citometria de flujo.

Para obtener una aproximacién de la potenciacion de la actividad obtenida por tratamiento combinado sobre el de IL-
15 en solitario, se realizaron valoraciones de IL-15 e IL-15/rmlL-15Ra-Fc usando el modelo de transferencia adoptiva.
Las comparaciones se basaron en el grado de proliferacion de los linfocitos T CD8+ donadores, evaluado por dilucion
de CFSE. Una dosis de aproximadamente 0,1 pg de IL-15 combinada con aproximadamente 0,6 ug de IL-15Ra-Fc
indujo un nivel de proliferacion similar al de aproximadamente 5 ug de IL-15. Por tanto, en este tipo de experimento,
la actividad de IL-15 se potencid ~50 veces por la coadministracion con rmiL-15Ra-Fc. Considerando esta
potenciacion sustancial, nos cuestionamos si IL-15 en solitario podria conseguir este nivel de actividad. Incluso con la
administracion de aproximadamente 37,5 ug de IL-15, no pudo conseguirse el nivel de proliferacion obtenido con
aproximadamente 0,5 pg de IL-15 en complejo con el receptor. Estos resultados sugirieron que la disponibilidad de IL-
15Ra puede ser limitante in vivo ya que aumentar los niveles de IL-15 no provocaba potenciaciéon adicional de la
actividad.

Ejemplo 3
La IL-15/IL-15Ra en complejo funciona mediante transpresentacion que requiere IL-15Rb

La actividad de IL-15+IL-15Ra-Fc en complejo requiere IL-2Ra, pero no la expresion de IL-15Ra por las células que
responden. En el dia -1, ratones IL-15Ra-/- recibieron i.v. linfocitos congénicos IL-15Ra-/- enriquecidos en CD8
marcados con CFSE y en el dia 0 se trataron i.p. con PBS, IL-15 (aproximadamente 2,5 ug) o IL-15 (aproximadamente
2,5 ug) + IL-15Ra-Fc (aproximadamente 15 ug). En el dia 4, se analizaron los esplenocitos donadores CD8+ para la
fluorescencia de CFSE vy la expresion de CD44 y CD122. En el dia -1, ratones normales recibieron i.v. esplenocitos
congénicos de tipo silvestre o IL-2/IL-15Ra -/- marcados con CFSE y en el dia 0 se trataron i.p. con PBS o IL-15
(aproximadamente 2,5 ug) + IL-15Ra-Fc (aproximadamente 15 ug). Los esplenocitos donadores CD8+ se analizaron
para la dilucién de CFSE en el dia 4 por citometria de flujo.

Los efectos de IL-15/IL-15Ra en complejo podrian estar mediados por efectos directos o indirectos sobre los tipos
celulares que responden. Si son directos, entonces podria esperarse que no se requiriera que las células diana
expresaran uno o mas componentes de IL-15R. Para ensayar esto, se transfirieron linfocitos T CD8+ IL-15Ra-/-
marcados con CFSE a hospedadores IL-15Ra-/- y los ratones se trataron con IL-15 o IL-15/IL-15Ra en complejo. La
IL-15 no se pudo transpresentar en ausencia de IL-15Ra, y no indujo proliferacion. Por otro lado, los linfocitos T CD8+
donadores de ratones tratados con IL-15/rmlL-15Ra-Fc proliferaron extensamente. Ademas, las células donadoras IL-
15Ra-/-, que consistian principalmente en linfocitos T CD8+ de fenotipo virgen, aumentaron progresivamente su
expresion de CD44 y CD122 con division. Como los linfocitos T que responden no requerian IL-15Ra para responder
a la IL-15/IL-15Ra en complejo, se examind la funcion de IL-15Rb (CD122) en la mediacion de este efecto. Para este
fin, se transfirieron linfocitos T CD8+ CD122+/+ o CD122-/- marcados con CFSE a ratones normales y se analizaron
las células donadoras para la dilucién de CFSE 4 dias después del tratamiento. Aunque las células de control
proliferaron vigorosamente en respuesta al tratamiento con IL-15/rmIL-15Ra-Fc, los linfocitos T CD8+ donadores
CD122-/- no proliferaron en respuesta a la coadministracion. Tomados conjuntamente, los resultados indicaron que
IL-15/IL-15Ra-Fc funcionaba mediante transpresentacion directa a través de interaccion con la IL-15Rb probablemente
junto con gammacC.

Ejemplo 4

La proliferaciéon inducida por transpresentacion obligada de IL-15 requiere MHC de clase |, pero no IL-7 o células
dendriticas

La proliferacion dirigida por IL-15+IL-15Ra-Fc preacoplado de los linfocitos T CD8+ requiere la expresion de MHC de
clase I, pero no requiere IL-7 o DC. En el dia -1, ratones B6 y beta2m-/- recibieron una mezcla de linfocitos T CD8+
marcados con CFSE B6 normales y OT-I-RAG-/- virgenes y en el dia 0 se trataron con PBS o IL-15 (aproximadamente
2,5 yg) + IL-15Ra-Fc (aproximadamente 15 pg). En el dia -1, ratones IL-7+/- o IL-7-/- recibieron linfocitos congénicos
enriquecidos en CD8 marcados con CFSE. En el dia 0, los ratones recibieron i.p. IL-15 (aproximadamente 2,5 ug) + IL-
15Ra-Fc (aproximadamente 15 ug). En el dia -1, quimeras producidas con médula ésea B6 o CD11¢c-DTR recibieron
esplenocitos i.v y en el dia 0 se ftrataron i.p. con PBS o IL-15Ra-Fc (aproximadamente 15ug) + IL-15
(aproximadamente 2,5 ug). Todos los ratones se trataron con DT en los dias 0, 1 y 3. En todos los casos, los
esplenocitos CD8+ donadores se analizaron para la dilucién de CFSE en el dia 4.

Mientras que los linfocitos T virgenes requieren MHC de clase | y péptido endégeno para su supervivencia, se cree
que la supervivencia y proliferacion de los linfocitos T CD8 de memoria es independiente de MHC de clase |. La
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proliferaciéon homeostatica de estos subconjuntos en hospedadores vacios muestra requisitos de MHC similares.
Dados estos resultados, fue importante determinar los requisitos de MHC para la proliferacion inducida por la
coadministracion de rmlL-15Ra-Fc con IL-15. Por tanto, se cotransfirieron linfocitos T CD8+ transgénicos TCR virgenes
(OT-1) y linfocitos T CD8+ B6 enriquecidos (que contienen células de memoria) a ratones normales o deficientes de
MHC de clase | (b2-microglobulina-/-). De forma interesante, los linfocitos T CD8 OT-IRAG-/- virgenes proliferaron
vigorosamente en respuesta al tratamiento con el complejo en un hospedador suficiente de MHC de clase I. En
contraste, en hospedadores de MHC de clase I-/-, la proliferacion de linfocitos T virgenes no se produjo. Asimismo,
los linfocitos T CD8 B6 proliferaron en hospedadores normales, pero sorprendentemente la proliferacion fue casi
ausente en hospedadores de MHC de clase |-/-. Estos datos indicaron que la induccion de la proliferacién por IL-15/IL-
15Ra era dependiente de MHC de clase | tanto para linfocitos T CD8+ virgenes como de memoria. Como la respuesta
proliferativa inducida por la coadministracién de rmiL-15Ra-Fc con IL-15 fue dependiente de la expresion en el
hospedador de MHC de clase |, se aspiré a investigar otros criterios que también pudieran desempefiar una funcién.
Se examind la implicacion de IL-7, ya que esta citocina es esencial para la proliferacién homeostatica de linfocitos T
CD8 en hospedadores inmunodeficientes. Se transfirieron linfocitos T CD8+ marcados con CFSE a ratones de control
o IL-7-/- y se les administro IL-15/rmiL-15Ra-Fc combinadas. En presencia o ausencia de IL-7, los linfocitos T CD8+
proliferaban igual de bien en respuesta a IL-15 con IL-15Ra-Fc, lo que indica que IL-7 no estaba implicada en la
proliferaciéon mediada por IL-15 en nuestro sistema. Estudios previos han resaltado el potencial de las células
dendriticas (DC) en mediar la actividad de IL-15 y la expresién de MHC por DC puede ser importante en la homeostasis
de los linfocitos T. Para ensayar la funcion que desempefan las DC en la respuesta proliferativa inducida por la
coadministracion de IL-15/IL-15Ra, se utilizé un sistema en que las DC pueden reducirse de forma condicionada. Los
ratones CD11c-DTR expresan el receptor de simio de la toxina diftérica bajo el control del promotor de CD11c, que
hace que las células CD11c+ sean susceptibles a DT, lo que elimina > 95 % de las DC. Debido a la toxicidad de DT
para los ratones CD11¢c-DTR sanos como resultado de los efectos sobre células no hematopoyéticas, se generaron
quimeras usando médula 6sea CD11¢c-DTR y hospedadores B6 normales. Entonces se transfirieron linfocitos T CD8+
marcados con CFSE a las quimeras que se trataron con DT antes de la administracion del complejo de IL-15/IL-15Ra.
De forma interesante, no se encontraron diferencias en la proliferacién de linfocitos T CD8+ entre quimeras de control
0 CD11¢c-DTR tratadas con DT. Por tanto, aunque el MHC de clase | era esencial para la proliferaciéon mediada por IL-
15, no se requerian DC.

Ejemplo 5
La inmunoterapia con IL-15/IL-15Ra induce la activacion y funcion efectora de linfocitos T virgenes

Los linfocitos T CD8+ virgenes adquieren el fenotipo efector y funcionan en respuesta al tratamiento con IL-15+IL-
15Ra-Fc preacoplado. En el dia -1, ratones recibieron una mezcla de linfocitos OT-I-RAG-/- virgenes y de memoria o
solamente linfocitos OT-I-RAG-/- virgenes, y se trataron con PBS o rmlIL-15Ra-Fc (aproximadamente 15 pg) con IL-
15 (aproximadamente 2,5 ug) en el dia 0. Cuatro dias después, los esplenocitos se examinaron para la intensidad de
CFSE, el porcentaje de OT-l donadores y la expresion de CD44. En el dia -1, ratones recibieron aproximadamente
7 x 10° linfocitos OT-I-RAG-/- virgenes y en el dia 0 se trataron con PBS, IL-15 (aproximadamente 2,5 ug), IL-15
(aproximadamente 2,5 ug) + IL-15Ra-Fc (aproximadamente 15 pg) o aproximadamente 1 x 105 ufp de VSV-OVA. En
el dia 4, los esplenocitos se incubaron in vitro con o sin péptido SIINFEKL durante aproximadamente 5 horas y la
produccion de IFN-a se analizd por tincion intracelular. En el dia -1, ratones recibieron aproximadamente 2 x 10°
linfocitos OT-I-RAG-/- virgenes y se ftrataron con PBS o IL-15 (aproximadamente 2,5 ug)+ IL-15Ra-Fc
(aproximadamente 15 pg) i.p. o aproximadamente 1 x 10° ufp de VSV-OVA i.v. En el dia 4 después del tratamiento,
cada ratén recibié una mezcla de esplenocitos marcados con CFSE (aproximadamente 0,25 pM) no estimulados con
péptido y esplenocitos marcados con CFSE (aproximadamente 2,5 pM) estimulados con péptido SIINFEKL. Cuatro
horas después, los esplenocitos se analizaron para la presencia de las poblaciones diana marcadas con CFSE.

En experimentos previos, se aprecié que los linfocitos T CD8 policlonales de CD44bajo, asi como los linfocitos T
transgénicos TCR virgenes respondian a IL-15 cuando se coadministraba con IL-15Ra-Fc. Considerando que, en
condiciones homeostaticas, los linfocitos T de memoria CD8 muestran sensibilidad mucho mayor a IL-15 de lo que los
hacen los linfocitos T CD8+ virgenes, se aspiré a comparar directamente la sensibilidad de estos dos conjuntos a la
IL-15/rmIL-15Ra-Fc en complejo. Para hacerlo, se transfirieron de forma adoptiva linfocitos T CD8+ OT-I de memoria
y OT-l virgenes marcados con CFSE en los mismos hospedadores C57BL/6 congénicos y se analizé la proliferacion
4 dias después del tratamiento con IL-15/IL-15Ra-Fc. Sorprendentemente, los linfocitos T CD8 OT-l virgenes
proliferaron casi tan bien como los linfocitos T CD8+ OT-I de memoria. Los linfocitos OT-l virgenes también se
expandieron ~10 veces en respuesta al complejo en comparacion con los y CD44 regulado por aumento. A la luz de
la proliferacion vigorosa inducida en linfocitos T virgenes, fue de interés establecer si la funcién efectora se inducia
simultaneamente. Para ensayar esta cuestion, se transfirieron de forma adoptiva linfocitos T CD8+ OT-I virgenes en
hospedadores C57BL/6 congénicos y, usando un ensayo de destruccion in vivo, se midié la actividad litica especifica
de antigeno cuatro dias después del tratamiento con IL-15/rmlIL-15Ra-Fc o después de la infecciéon con virus de la
estomatitis vesicular recombinante que expresaba ovoalbumina (VSV-OVA) para la comparacion. De forma
interesante, el tratamiento con IL-15/rmIL-15Ra-Fc provocd la induccion de actividad litica robusta especifica de
antigeno, similar al nivel obtenido con infeccion virica. Ademas de la actividad litica, la mayoria de los linfocitos T CD8+
OT-I virgenes activados por IL-15/IL-15Ra-Fc o infeccion con VSV-OVA producian niveles altos de IFNg, después de
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reestimulacion in vitro con péptido. Este resultado contrastaba con la frecuencia insignificante de linfocitos OT-I que
producen IFNg a partir de ratones de control (PBS) y tratados con IL-15. Por tanto, la induccién de la funcién efectora
en linfocitos T CD8+ virgenes por la coadministracion de IL-15Ra-Fc con IL-15 equipara la activacion obtenida por
infeccion.

Ejemplo 6
El tratamiento de linfocitos T virgenes con IL-15/IL-15Ra-Fc en complejo genera linfocitos T CD8+ de memoria

El tratamiento con IL-15+IL-15Ra-Fc preacoplado genera linfocitos de memoria a partir de linfocitos T CD8+ virgenes.
En el dia uno, ratones B6 recibieron aproximadamente 6 x 108 linfocitos OT-I-RAG-/- virgenes marcados con CFSE y
en el dia 0 se trataron i.p. con PBS o IL-15 (aproximadamente 2,5 ug) + IL-15Ra-Fc (aproximadamente 15 pg). Unos
44 dias después, los esplenocitos se analizaron para el porcentaje de linfocitos T CD8+ OT-| donadores y la expresion
en OT-l de CD44 y CD122.

Aunque los linfocitos T virgenes se desarrollaban en células efectoras en respuesta a IL-15 transpresentada, quedaba
por ver si este era un efecto transitorio o provocaba el desarrollo de linfocitos T de memoria. Por lo tanto, se analizé
el numero y fenotipo de linfocitos T OT-l 44 dias después de la transferencia de linfocitos T OT-I virgenes y el
tratamiento con IL-15/IL-15Ra-Fc. En este punto temporal habia un porcentaje ~5 veces mayor de linfocitos OT-I
presentes después de la administracion de IL-15/IL-15Ra en comparacion con los ratones no tratados. Ademas, casi
todas estas células expresaban niveles altos de CD44 y CD122. Por tanto, incluso en ausencia de antigeno, el
tratamiento con IL-15/IL-15Ra-Fc podia inducir el desarrollo de linfocitos T CD8+ de memoria.

Los recientes hallazgos respaldan el uso de IL-15 como adyuvante para vacunacion, inmunoterapia tumoral y
reconstitucion del sistema inmunitario en inmunodeficiencia. En el caso de tratamiento del cancer, la inducciéon de
linfopenia se estd empelando actualmente para potenciar la actividad funcional de linfocitos transferidos de forma
adoptiva. Esta modalidad se basa en el hallazgo de que los linfocitos T CD8+ que experimentan proliferacion
homeostatica dirigida por linfopenia se diferencian en células efectoras con actividades liticas y productoras de
citocinas. La diferenciacién de linfocitos T CD8+ en células con fenotipo efector y de memoria también requiere la
expresion de MHC de clase |. Por tanto, la proliferacién y las actividades funcionales inducidas por el complejo de IL-
15/IL-15Ra-Fc en hospedadores sanos imitaban la proliferacién homeostatica activada por linfopenia. Ademas, el nivel
de proliferacion obtenido por tratamiento con el complejo no podia conseguirse mediante dosis altas de IL-15 en
solitario. Como la misma célula que produce IL-15 también puede transpresentar la citocina, la disponibilidad de IL-
15Ra libre puede estar limitada. Ademas, la semivida corta de la IL-15 puede prolongarse cuando esta en complejo
con el receptor. Por lo tanto, el tratamiento con IL-15 en solitario es poco probable que consiga todo el potencial
terapéutico de la citocina. La administracion combinada de IL-15/IL-15Ra puede evadir estos problemas y proporcionar
una eficacia mejorada.

El mecanismo de accién de IL-15/IL-15Ra en complejo fue de particular interés dado el actual paradigma con respecto
a los requisitos para la supervivencia y proliferacion homeostaticas de linfocitos T virgenes y de memoria. En
condiciones normales, la supervivencia de linfocitos T CD8+ virgenes y también los de memoria requiere IL-7, mientras
que IL-15 es esencial para la proliferacion homeostatica de linfocitos T CD8+ de memoria y linfocitos NK. En un entorno
linfopénico, se requiere IL-7 para la proliferacién homeostatica de linfocitos T CD8+ y CD4+ virgenes, y desempefia
una funcion, junto con IL-15, en la mediacién de la proliferaciéon homeostatica de linfocitos T de memoria CD8+. Por
tanto, fue inesperado que los linfocitos T CD8+ virgenes respondieran vigorosamente al complejo de IL-15/IL-15Ra.
Debe apreciarse, sin embargo, que en ratones IL-15-/-, la combinacién de linfocitos T CD8+ virgenes se disminuye en
aproximadamente un 50 %, lo que sugiere que el desarrollo y/o la supervivencia de linfocitos T CD8+ virgenes requiere
IL-15. En cualquier caso, la proliferacion de linfocitos T CD8+ virgenes dirigida por IL-15 unida a receptor/IL-15Ra fue
independiente de IL-7 y requeria la expresion de IL-15Ra. Este resultado indicé que los linfocitos T CD8+ virgenes
expresaban niveles suficientes de IL-15Ra para responder a IL-15/IL-15Ra, pero no a IL-15 soluble en solitario.
Ademas, los linfocitos T CD8+ virgenes adquirieron funcion efectora y posteriormente se desarrollaron en linfocitos T
CD8+ de memoria de vida larga que expresaban niveles altos de CD44 y CD122. De forma interesante, la activacion
desencadenada por IL-15/IL-15Ra de linfocitos T CD8+ virgenes o de memoria requeria expresion de MHC de clase
I. Aunque la supervivencia de los linfocitos T CD8+ virgenes es dependiente de MHC, se cree que la supervivencia de
los linfocitos T CD8 de memoria es independiente de MHC. Por tanto, un requisito de MHC de clase | en la proliferacién
de linfocitos de memoria inducida por IL-15 en complejo con el receptor fue algo inesperado, pero respalda una funcion
para MHC en aspectos de funcién celular de memoria, como se ha demostrado previamente. Nuestros hallazgos
ilustran la posible capacidad de IL-15 en dirigir la expansion vigorosa de linfocitos NK y T CD8+ y la diferenciacién
efectora en hospedadores sanos. Como con cualquier adyuvante, sera necesario determinar si dicha activacion
también puede potenciar la autoinmunidad. No obstante, este sistema puede proporcionar el medio para fomentar la
reconstitucion inmunitaria en inmunodeficiencias o después de trasplante de médula ésea o células madre. Ademas,
aunque la inmunoterapia adoptiva en el tratamiento del cancer también puede potenciarse mediante la administracion
de IL-15/IL-15Ra, también es posible que el tratamiento con el complejo en solitario pudiera dirigir suficiente expansién
de linfocitos T enddgenos especificos de antigeno, asi como linfocitos NK/NKT, para proporcionar algun nivel de
proteccion. Se necesitan mas estudios para determinar el potencial de este complejo novedoso en inmunoterapia.
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Tabla 1. El tratamiento combinado con IL-15Ra/IL-15 es un tratamiento antitumoral eficaz.t

Tejido Dosis
t Tratamiento
umoral
PBS IL-15 IL-15Ra/lL-15
Higado 1x10° 2-1; 0; 2-1; 3-1# 0; 3-; 3-; 2-1; 0 0;0;0;0;0
2x 105 2-1; 4-1; 2-1; 1-m; 2-m 11-m; 0; 1-s; 0;0;0;0;0
3-l; 5-
1x 108 24-1; 14; 9-; 4-1 ND 0; 2-s; 2-s; 0
Pulmon 1x10° 0;0;0;2-% 0; 1-s; 23-s; 0;0;0;0;0
4-m; 100-s
2 x 105 2-m; 2-m; 2-m; 6 (1-l; 5-s); | 2-m; 3-m; 13 (1-l; 12-s); | 1-s; 3-s; 100-s; 0; 0
52 (2-I; 50-s) 2-m; 50-s
1x108 65-1; 61-I; 81-I; 65-I ND£ 28-s; 33-s; 22-s; 42-
s
Otros tumores* 1x10° +++ 5/5 +++ 5/5 § 5/5
2x10° +++ 3/5; § 2/5 +++4/5;§ 1/5 +1/5;§ 4/5
1x108 ++++ 4/4 ND +1/4;§ 3/4

TLa dosis indicada de melanoma B16-F1 se administré por via intravenosa, y uno y 10 dias después los ratones se
trataron por via intraperitoneal, con PBS, 2,5 ug de IL-15 0 2,5 ug de IL-15 + 15 ug de slL-15Ra-Fc. Unos 21 dias
después de la inoculacion de tumor, se evalud la carga tumoral.

Tamafio del tumor: (s) = de microscépico a 2 mm; (m) = 2-5 mm; (I) > 5 mm
*Muerto antes del analisis
£No realizado

*Incluye tumores en la cavidad corporal, incluyendo en rifién, pancreas, ganglios linfaticos y otros tejidos. § = son
tumores observados; + = 1 tumor pequefo; +++ = multiples tumores de medianos a grandes; ++++ = masas tumorales
grandes.

Métodos ejemplares

Ratones. Los ratones C57BL/6-Ly 5.1 se adquirieron de The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME). Los ratones
C57BL/6-Ly 5.2 se adquirieron de Charles River. La linea de raton OT-I la proporcioné generosamente el Dr. W. R.
Heath (WEHI, Parkville, Australia) y el Dr. F. Carbone (Monash Medical School, Prahan, Victoria, Australia) y se
mantuvo como una linea C57BL/6-Ly5.2 en un fondo RAG-/-.

Los ratones 22 IL-15Ra -/- los proporciond generosamente el Dr. Averil Ma (UCSF). Los esplenocitos de ratones IL-
2Rb-/- los proporcioné generosamente el Dr. Michael Farrar (UMINN). Los ratones transgénicos DTR fueron un
obsequio del Dr. D. Littman (Skirball Institute, NY, NY). Los ratones se retrocruzaron 10 veces con C57BL/6 en las
instalaciones de UCONN Health Center. Los ratones DTR Tg+ se cribaron por PCR de ADN de la cola como se
describe previamente. Los ratones IL-7-/- se obtuvieron originalmente del DNAX Research Institute of Molecular and
Cellular Biology (Palo Alto, CA) y se mantuvieron en un fondo hibrido C57BL/6 x 129/Ola.

En un ejemplo de una proteina de fusién de IL-15+IL-15Ra-Fc de la invencion, es la versién de ratdn de la proteina de
fusion. En este ejemplo, la construccidon general incluye un péptido sefial de IL-2 para expresion y procesamiento
potenciados, el gen de IL-15 o parte del mismo, una regién conectora variable para promover la libertar estérica y el
plegamiento de la proteina (puede ser de cualquier longitud o secuencia deseada), la parte soluble o extracelular del
gen de IL-15Ra, y la parte Fc de una IgG humana. Los genes o partes de los mismos de los homdlogos humanos
pueden sustituirse de una manera similar. Asimismo, los genes de IL-2 y IL-2Ra o partes de los mismos pueden
sustituirse en una construccién quimérica, que también incluye combinaciones con genes de IL-15 o IL-15Ra o partes
de los mismos.

La proteina de fusion de IL-15+IL-15Ra provoca la proliferacion de linfocitos T CD8+ y linfocitos NK. Los linfocitos

marcados con CFSE se transfirieron a ratones normales que después se trataron con ~ 10 pg de la proteina de fusién
de IL-15+IL-15Ra. Cuatro dias después, se aislaron los esplenocitos y se analizaron por citometria de flujo.
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La carga de cancer hepatico se redujo por el complejo proteinico de IL-15+IL-15Ra en ratones. Aproximadamente
1 x 105 células de melanoma B6-F1 se inyectaron de forma intraesplénica (que dirige los tumores al higado). En los
dias 1y 7 dias después, los ratones se trataron con PBS (control), 2,5 ug de IL-15 0 2,5 yg de complejo de IL-15+IL-
15Ra. Catorce dias después de la inoculacion los tumores se contaron en el higado y se pesaron los bazos.

La formacién de complejos de IL-15 con IL-15Ra potencia enormemente la semivida y biodisponibilidad in vivo. Se
administraron 2,5 ug de IL-15 humana en solitario o en precomplejo con IL-15Ra a ratones por inyeccion
intraperitoneal. En los momentos indicados, se obtuvo suero y se ensayo por ELISA para la presencia de IL-15. La IL-
15 total presente se calculd a partir de una curva de concentracion patrén. La semivida se calculo a partir de la parte
lineal de la curva de descenso en A.

Tratamiento con IL-15. La molécula recombinante de ratén quimérica IL-15Ra-Fc se adquirié de R&D Systems, Inc.
(Mineapolis, MN). hIL-15 y rmIL-15Ra-Fc, ambas suspendidas en PBS, se mezclaron e incubaron durante
aproximadamente 30 min a aproximadamente 37 °C. Cada raton, salvo que se indicara especificamente, recibié i.p.
2,5 yg de IL-15y 15 pg de rmIL-15Ra-Fc en 200 ul de PBS.

Seres humanos. Una secuencia de ADN que codificaba el dominio extracelular de IL-15 humana Ra-E3, que carece
del exén 3 (Anderson, D. et al., 1995, J. Biol. Chem. 270:29862 - 29869) se fusiono al Fc marcado con 6X histidina de
IgG1 humana mediante un conector polipeptidico. La proteina quimérica se expresé en células Sf 21 usando un
sistema de expresién de baculovirus. Masa molecular. La IL-15 Ra/Fc humana madura recombinante es una proteina
homodimérica ligada por disulfuro. Basandose en la secuenciacion N terminal, la proteina IL-15Ra humana
recombinante tiene lle 31 en el extremo aminico. El monémero de IL-15 Ra/Fc humano reducido tiene una masa
molecular calculada de aproximadamente 42,6 kDa. Como resultado de la glucosilacion, el monémero recombinante
migra como una proteina de aproximadamente 60 - 70 kDa en SDS-PAGE en condiciones reductoras.

Ratén. Una secuencia de ADN que codifica el péptido sefial de CD33 humano, unido con los residuos aminoacidicos
33 - 205 del dominio extracelular de IL-15 Ra de ratén (Giri, J.G. et al., 1995, EMBO. 14:3654 - 3663) se fusiond a la
region Fc de IgG1 humana mediante un conector polipeptidico. La proteina quimérica se expresé en una linea celular
de mieloma de raton, NSO. Masa molecular.La IL-15 Ra-Fc de raton madura recombinante es una proteina
homodimérica ligada por disulfuro. Basandose en la secuenciacion N terminal, la proteina IL-15 Ra-Fc de ratén
recombinante tiene Gly 33 en el extremo aminico. El monémero de IL-15 Ra-Fc de raton reducido tiene una masa
molecular calculada de 44,9 kDa. Como resultado de la glucosilacién, la proteina recombinante migra como una
proteina de aproximadamente 80 - 90 kDa en SDS-PAGE en condiciones reductoras. Ademas de la IL-15 Ra-Fc de
longitud completa, esta preparacion también contiene una pequefia cantidad (10 %) de IL-15 Ra y Fc libres generados
por escision proteolitica. IL-15 Ra y Fc libres migran como proteinas de aproximadamente 42 kDa y 35 kDa,
respectivamente, en SDS-PAGE en condiciones reductoras.

Marcaje con CFSE de células y transferencia adoptiva. Los linfocitos se aislaron de bazo y/o ganglios linfaticos
periféricos (como se describe en Aislamiento de poblaciones de linfocitos) y se resuspendieron en HBSS
(aproximadamente un 1 % de HGPG) a 10 x 10°® células/ml y después se calentaron hasta 37 °C. Las células se
incubaron durante aproximadamente 10 min con CFSE (0,01 mM; Molecular Probes, Eugene, OR) y la reaccion se
interrumpié con HBSS con aproximadamente un 1 % de HGPG y aproximadamente un 5 % de FCS. Las células se
lavaron dos veces con HBSS (aproximadamente un 1% de HGPG). Las células marcadas con CFSE se
resuspendieron (1-20 x 10° células) en PBS y se inyectaron i.v. en ratones congénicos. Las células se aislaron en los
momentos indicados y se analizaron para la presencia de células donadoras usando el estado del alelo CD45 y su
expresion de marcadores de superficie y la intensidad de CFSE.

Aislamiento de poblaciones de linfocitos y analisis de inmunofluorescencia. Se crearon suspensiones de células
individuales en HBSS (con aproximadamente un 1 % de HGPG) homogeneizando bazos usando portaobjetos de vidrio
esmerilado. Los glébulos rojos se lisaron y los esplenocitos se filtraron a través de Nitex. En los puntos temporales
indicados, los linfocitos se aislaron y las células marcadas con CFSE donadoras se detectaron usando el estado de
su alelo de CD45 o las células donadoras especificas de OVA se detectaron usando un tetramero H-2Kb que contenia
el péptido SIINFEKL derivado de OVA producido como se describe previamente. Para la tincién, los linfocitos se
suspendieron en PBS/aproximadamente un 0,2 % de BSA/aproximadamente un 0,1 % de NaN3 (tampon FACS) a una
concentracion de aproximadamente 3-15 x 108/200 pl. Cuando se tefiian para el tetramero, las células se incubaron a
temperatura ambiente durante aproximadamente 1 h con APC de tetramero de OVA mas la dilucion apropiada de
PerCp anti-CD8. Las células se lavaron con tampdn FACS y se tifieron con PE anti-CD44 a aproximadamente 4 °C
durante aproximadamente 20 min, se lavaron y después se fijaron en PBS con aproximadamente un 3 % de
paraformaldehido. Se midieron las intensidades relativas de fluorescencia con un FACScalibur (BD Biosciences, San
Jose, CA). Los datos se analizaron usando el programa informatico FlowJo (Tree Star, San Carlos, CA).

Ensayo de citotoxicidad in vivo. Este ensayo se realizé esencialmente como se describe previamente. Esplenocitos
normales se marcaron para niveles bajos (aproximadamente 0,25 um) o altos (aproximadamente 2,5 um) de CFSE y
las células CFSEalto se incubaron con aproximadamente 1 pg/ml de péptido SIINFEKL durante aproximadamente 45
min a aproximadamente 37 °C. Se mezclaron numeros iguales (10 x 10%) de cada poblacion y se inyectaron i.v. en
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ratones con transferencia de OT-l que no se trataron o que se trataron con IL-15/IL-15Ra o se infectaron con 1 x 10°
ufp de virus de la estomatitis vesicular que expresaba ovoalbimina de pollo cuatro dias antes. Cuatro horas después,
los esplenocitos se analizaron para la presencia de poblaciones de CFSEalto y CFSEbajo. Porcentaje de lisis = [1-
(relacion sin sensibilidad/relacion sensibilizadas)] x 100. Relacion = porcentaje de CFSEbajo/porcentaje de CFSEalto.

Deteccion intracelular de IFN-g. Los linfocitos se aislaron del bazo y se cultivaron durante aproximadamente 5 h con

aproximadamente 1 ug/ml de Golgistop (BD PharMingen), con o con aproximadamente 1 ug/ml del péptido SIINFEKL
derivado de OVA. Después del cultivo, las células se tifieron para las moléculas de superficie, después se fijaron y las
membranas celulares se permeabilizaron en soluciéon Cytofix/Cytoperm (BD PharMingen) y se tifieron con anti-IFN-
gPE o IgG1 PE de rata de control. Las células entonces se lavaron y se midi6 la intensidad de la fluorescencia en un
FACScalibur.

Quimeras de médula dsea. Se recogieron los fémures y las tibias de ratones CD11¢c-DTR Tg+ o crias de la misma
camada no Tg. La médula ésea (BM - bone marrow) se lavé abundantemente con una jeringa y se paso a través de
una malla de nailon de 70 um para generar una suspension de una sola célula. Los glébulos rojos (RBC - Red blood
cells) se lisaron y las células se resuspendieron en HBSS complementado con HEPES, L-glutamina, penicilina,
estreptomicina, sulfato de gentamicina (HBSS-HGPG). Para retirar los linfocitos T maduros de la BM, las células se
incubaron con liquido ascitico anti-Thy1 (T24), se lavaron una vez en HBSS-HGPG, después se incubaron con
complemento de conejo Low-Tox-M (Cedarlane Laboratories, Ontario, Canada) durante aproximadamente 45 min, a
aproximadamente 37 °C. Los ratones B6 destinatarios CD45.1 se irradiaron (aproximadamente 1000 rad) antes de
que se les transfirieran i.v. aproximadamente 2-5 x 108 células de médula 6sea. Se permitié que los ratones reposaran
8 semanas antes de usarlos. La toxina diftérica (Sigma, St Louis, MO) en PBS se administr6 i.p. a los ratones a
aproximadamente 4 ng/g de peso corporal. Las quimeras recibieron DT un dia antes del tratamiento con citocina, una
dosis exactamente antes del tratamiento con citocina y una dosis final en el dia tres después del tratamiento con
citocina.
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Pro

Val

Ala

70

Val

Leu

Ser

Ser

Gly

150

Thr

Thr

Pro

Leu

Ser

230

Thr

Gly

ES 2790 588 T3

Pro Val Ser Ile
40

Asn Ser Arg Glu
55

Gly Thr Ser Thr

Ala His Trp Thr
90

Ala His Tyr Ser
105

Gln Pro Glu Ser
120

Pro Lys Ser Asp
135

Ser Arg Leu Thr

Gly Ser His Lys
170

Leu Glu Pro Thr
185

His Ser Ser Lys
200

Val Gly Ala Gly
215

Arg Gln Pro Ser
Val Pro Met Thr

250

Ala

de Homo sapiens

Glu

Arg

Leu

75

Thr

Pro

Pro

Thr

Pro

155

Ser

Ala

Met

Val

Gln

235

Val

His

Tyr

60

Ile

Pro

val

Ser

Ala

140

Ser

Ser

Ser

Thr

vVal

220

Pro

Arg

46

Ala

45

vVal

Glu

Ser

Pro

Pro

125

Met

Gln

Arg

Thr

Lys

205

Met

Cys

Ala

Asp

Cys

Cys

Leu

Thr

110

Ser

Thr

Thr

Ala

Ser

190

Val

Ala

Arg

Ser

Ile

Asn

val

Lys

95

val

Ala

Thr

Thr

Pro

175

Leu

Ala

Phe

val

Ser
255

Arg

Ser

Ile

80

Cys

Val

Lys

Glu

Ser

160

Ser

Arg

Ile

Leu

Glu

240

Lys



Met

Leu

Cys

Tyr

Arg

Thr

Pro

Ala

Pro

Ala

145

Gly

Gln

Pro

Ser

Ala
225

Met

Asp

Ala

Leu

Pro

Ser

50

Lys

Asn

Ala

Gly

Ala

130

Ile

Thr

Thr

Pro

Thr

210

Cys

Glu

Glu

<210> 9
<211> 268
<212> PRT

Pro

Leu

Pro

35

Leu

Ala

vVal

Leu

vVal

115

Ala

vVal

Thr

Thr

Gly

195

Ser

Tyr

Ala

Asp

Arg

Leu

20

Pro

Tyr

Gly

Ala

Val

100

Thr

Ser

Pro

Glu

Ala

180

vVal

Thr

Leu

Met

Leu
260

Arg

Leu

Met

Ser

Thr

His

85

His

Pro

Ser

Gly

Ile

165

Lys

Tyr

val

Lys

Glu
245

Glu

Ala

Leu

Ser

Arg

Ser

70

Trp

Gln

Gln

Pro

Ser

150

Ser

Asn

Pro

Leu

Ser
230

Ala

Asn

Arg

Leu

val

Glu

55

Ser

Thr

Arg

Pro

Ser

135

Gln

Ser

Trp

Gln

Leu

215

Arg

Leu

Cys

Gly

Arg

Glu

40

Arg

Leu

Thr

Pro

Glu

120

Ser

Leu

His

Glu

Gly

200

Cys

Gln

Pro

Ser
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Cys

Pro

25

His

Tyr

Thr

Pro

Ala

105

Ser

Asn

Met

Glu

Leu

185

His

Gly

Thr

val

His
265

Arg

10

Pro

Ala

Ile

Glu

Ser

90

Pro

Leu

Asn

Pro

Ser

170

Thr

Ser

Leu

Pro

Thr
250

His

Thr

Ala

Asp

Cys

Cys

75

Leu

Pro

Ser

Thr

Ser

155

Ser

Ala

Asp

Ser

Pro
235

Trp

Leu

Leu

Thr

Ile

Asn

60

Val

Lys

Ser

Pro

Ala

140

Lys

His

Ser

Thr

Ala

220

Leu

Gly

47

Gly

Arg

Trp

45

Ser

Leu

Cys

Thr

Ser

125

Ala

Ser

Gly

Ala

Thr

205

Vval

Ala

Thr

Leu

Gly

val

Gly

Asn

Ile

Val

110

Gly

Thr

Pro

Thr

Ser

190

val

Ser

Ser

Ser

Pro

15

Ile

Lys

Phe

Lys

Arg

95

Thr

Lys

Thr

Ser

Pro

175

His

Ala

Leu

Val

Ser
255

Ala

Thr

Ser

Lys

Ala

80

Asp

Thr

Glu

Ala

Thr

160

Ser

Gln

Ile

Leu

Glu
240

Arg
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<213> Proteina IL-2Ra de Mus musculus

<400> 9

Met

1

Pro

Asn

Cys

Arg

65

Ser

Lys

His

His

His

145

Ile

Gln

Glu

Cys

Met

225

Ser

Trp

Glu

Ser

Ala

Glu

50

Cys

His

Glu

Gln

Glu

130

Tyr

Ser

Leu

Glu

Pro

210

Thr

Cys

Gln

Pro

Cys

Thr

35

Cys

Leu

Asp

Gln

Glu

115

Asp

Glu

Ile

Thr

Ser

195

Ile

Glu

Leu

His

Arg

Arg

20

Phe

Lys

Gly

Lys

Gln

100

Asn

Ser

Cys

Cys

Cys
180

Gln

Thr

Thr

Phe

Arg
260

Leu Leu Met Leu
5

Ala Glu Leu Cys

Lys Ala Leu Ser
40

Arg Gly Phe Arg
55

Asn Ser Trp Ser
70

Ser Arg Lys Gln
85

Thr Thr Thr Asp

Leu Thr Gly His
120

Lys Arg Ile Tyr
135

Ile Pro Gly Tyr
150

Lys Met Lys Cys
165

Val Asp Glu Arg

Gly Ser Arg Asn
200

Thr Thr Asp Phe
215

Phe Val Leu Thr
230

Leu Leu Ile Ser
245

Trp Arg Lys Ser

Gly

Leu

25

Tyr

Arg

Ser

Vval

Met

105

Cys

His

Lys

Gly

Glu
185

Ser

Pro

Met

Ile

Arg
265

Phe

10

Tyr

Lys

Leu

Asn

Thr

90

Gln

Arg

Phe

Ala

Lys

170

His

Ser

Gln

Glu

Leu

250

Arg

Leu

Asp

Asn

Lys

Cys

75

Ala

Lys

Glu

Vval

Leu

155

Thr

His

Pro

Pro

Tyr

235

Leu

Thr

Ser

Pro

Gly

Glu

60

Gln

Gln

Pro

Pro

Glu

140

Gln

Gly

Arg

Glu

Thr

220

Lys

Leu

Ile

48

Leu

Pro

Thr

45

Leu

Cys

Leu

Thr

Pro

125

Gly

Arg

Trp

Phe

Ser

205

Glu

val

Ser

Thr

Glu

30

Ile

Vval

Thr

Glu

Gln

110

Pro

Gln

Gly

Thr

Leu
190

Glu

Thr

Ala

Gly

Ile

15

Val

Leu

Tyr

Ser

His

95

Ser

Trp

Ser

Pro

Gln

175

Ala

Thr

Thr

val

Leu
255

Val

Pro

Asn

Met

Asn

80

Gln

Met

Glu

val

Ala

160

Pro

Ser

Ser

Ala

Ala

240

Thr
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<210> 10
<211> 169
<212> PRT
<213> Proteina IL-2 de Mus musculus

<400> 10
Met Tyr Ser Met Gln Leu Ala Ser Cys Val Thr Leu Thr Leu Val Leu
1 5 10 15

Leu Val Asn Ser Ala Pro Thr Ser Ser Ser Thr Ser Ser Ser Thr Ala
20 25 30

Glu Ala Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln His Leu

Glu Gln Leu Leu Met Asp Leu Gln Glu Leu Leu Ser Arg Met Glu Asn
50 55 60

Tyr Arg Asn Leu Lys Leu Pro Arg Met Leu Thr Phe Lys Phe Tyr Leu
65 70 75 80

Pro Lys Gln Ala Thr Glu Leu Lys Asp Leu Gln Cys Leu Glu Asp Glu
85 90 95

Leu Gly Pro Leu Arg His Val Leu Asp Leu Thr Gln Ser Lys Ser Phe
100 105 110

Gln Leu Glu Asp Ala Glu Asn Phe Ile Ser Asn Ile Arg Val Thr Vval
115 120 125

Val Lys Leu Lys Gly Ser Asp Asn Thr Phe Glu Cys Gln Phe Asp Asp
130 135 140

Glu Ser Ala Thr Val Val Asp Phe Leu Arg Arg Trp Ile Ala Phe Cys
145 150 155 160

Gln Ser Ile Ile Ser Thr Ser Pro Gln
165

<210> 11
<211> 272
<212> PRT
<213> Proteina IL-2Ra de Homo sapiens

<400> 11

49



Met

Pro

His

Cys

Met

Gln

Gln

Met

Pro

Gly

145

Arg

Trp

Phe

Ser

Glu

225

Val

Ser

Asp

Gly

Ala

Glu

50

Leu

Cys

Pro

Gln

Pro

130

Gln

Gly

Thr

Pro

Glu

210

Met

Ala

Gly

Ser

Cys

Thr

35

Cys

Cys

Thr

Glu

Pro

115

Trp

Met

Pro

Gln

Gly

1395

Thr

Ala

vVal

Leu

<210> 12
<211> 153
<212> PRT

Tyr

Gln

20

Phe

Lys

Thr

Ser

Glu

100

Val

Glu

val

Ala

Pro
180

Glu

Ser

Ala

Ala

Thr
260

Leu

Ala

Lys

Arg

Gly

Ser

85

Gln

Asp

Asn

Tyr

Glu

165

Gln

Glu

Cys

Thr

Gly

245

Trp

Leu

Glu

Ala

Gly

Asn

Ala

Lys

Gln

Glu

Tyr

150

Ser

Leu

Lys

Leu

Met

230

Cys

Gln

Met

Leu

Met

Phe

55

Ser

Thr

Glu

Ala

Ala

135

Gln

Val

Ile

Pro

Vval

215

Glu

Val

Arg

Trp

Cys

Ala

40

Arg

Ser

Arg

Arg

Ser

120

Thr

Cys

Cys

Cys

Gln

200

Thr

Thr

Phe
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Gly

Asp

Tyr

Arg

His

Asn

Lys

105

Leu

Glu

val

Lys

Thr
185

Ala

Thr

Ser

Leu

Gln
265

Leu

10

Asp

Lys

Ile

Ser

Thr

90

Thr

Pro

Gln

Met
170

Gly

Ser

Thr

Ile

Leu

250

Arg

Leu

Asp

Glu

Lys

Ser

Thr

Thr

Gly

Ile

Gly

155

Thr

Glu

Pro

Asp

Phe

235

Ile

Lys

Thr

Pro

Gly

Ser

60

Trp

Lys

Glu

His

Tyr

140

Tyr

His

Met

Glu

Phe

220

Thr

Ser

Ser

50

Phe

Pro

Thr

45

Gly

Asp

Gln

Met

Cys

125

His

Arg

Gly

Glu

Gly

205

Gln

Thr

Val

Arg

Ile

Glu

Met

Ser

Asn

Vval

Gln

110

Arg

Phe

Ala

Lys

Thr
190

Arg

Ile

Glu

Leu

Arg
270

Met

15

Ile

Leu

Leu

Gln

Thr

95

Ser

Glu

vVal

Leu

Thr

175

Ser

Pro

Gln

Tyr

Leu

255

Thr

Val

Pro

Asn

Tyr

Cys

80

Pro

Pro

Pro

val

His

160

Arg

Gln

Glu

Thr

Gln

240

Leu

Ile
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<213> Proteina IL-2 de Homo sapiens

<400> 12
Met Tyr Arg Met Gln Leu Leu Ser Cys Ile Ala Leu Ser Leu Ala Leu
1 5 10 15

Val Thr Asn Ser Ala Pro Thr Ser Ser Ser Thr Lys Lys Thr Gln Leu
20 25 30

Gln Leu Glu His Leu Leu Leu Asp Leu Gln Met Ile Leu Asn Gly Ile
35 40 45

Asn Asn Tyr Lys Asn Pro Lys Leu Thr Arg Met Leu Thr Phe Lys Phe
50 55 60

Tyr Met Pro Lys Lys Ala Thr Glu Leu Lys His Leu Gln Cys Leu Glu
65 70 75 80

Glu Glu Leu Lys Pro Leu Glu Glu Val Leu Asn Leu Ala Gln Ser Lys
85 90 95

Asn Phe His Leu Arg Pro Arg Asp Leu Ile Ser Asn Ile Asn Val Ile
100 105 110

Val Leu Glu Leu Lys Gly Ser Glu Thr Thr Phe Met Cys Glu Tyr Ala
115 120 125

Asp Glu Thr Ala Thr Ile Val Glu Phe Leu Asn Arg Trp Ile Thr Phe
130 135 140

Cys Gln Ser Ile Ile Ser Thr Leu Thr
145 150

<210> 13

<211> 4367

<212> ADN

<213> ADNc de IL-2Ra de Mus musculus

<400> 13

51



gacattgtct
cccaggaaga
ctcctecatce
tctctcatta
ggtccccaat
atgcaagaga
ctggagcagce
agctcaactt
gtctatgcac
agattccaag
gggatacaag
aacggggtgg
ggctagtgag
cataaccacc
gctcacaatg
cctectgage
agctagaaaa
agacgccaag
tgaagtcaca
ggatctaacc
gctctgtgtg
tttcatgtaa
gtttggaaag
ctcttttecat
cctacccacce

gctacacgtg

aaaagccaag
tgcagtaaag
ctgatcccat
accatagtac
gccacattca
ggtttccgaa
aactgccagt
gaacaccaga
caagagaacc
agaatctatc
gctctacaga
actcagcccecce
gaatctcaag
acagacttcc
gagtataagg
gggctcacct
gtcagagcce
cattcaccta
ggacataaca
acttcagcac
ttttgttttt
catatagtat
cccaagtaaa
cctecgetee
cccacccatc

catggctggce

atgacagact
gggttgaccce
gtgccaggaa
ccagttgtcg
aagccctcte
gactaaagga
gcaccagcaa
aagagcaaca
ttacaggtca
atttcgtgga
gaggtcctge
agctcacatg
gaagcagaaa
cacaacccac
tagcagtggce
ggcaacacag
aggcaagcgg
acggctgttt
gcaactctat
agcagttcta
gtgtatatct
agaaaaagta
actcagcact
atcttcctcet
cactttccectt

tcectttttea
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gagaggcctg
aatatactgc
gatggagcca
ggcagaactg
ctacaagaac
attggtctat
ctcccatgac
aaccacaaca
ctgcagggag
aggacagagt
tattagcatc
tgtagatgaa
ttcttctece
agaaacaact
cagctgecte
atggaggaag
atgggaatca
ccttctgate
cactaaactg
aagctttaat
gttgatggga
gctttaggtt
aatgtaaata
tcttectect
cttecetttet

acctctgttt

agccecttgtt
agagaatttc
cgcttgcetga
tgtctgtatg
ggcaccatcc
atgecgttgcet
aaatcgagaa
gacatgcaga
ccacctecctt
gttcactacg
tgcaagatga
agagaacacc
gagagtgaga
gcaatgacgg
ttcectgetcea
agcagaagaa
caaagctcaa
cctgggttte
gactttgcca
gggagagagg
gctgagatgg
gacttcattg
attcctectce
ccttttecac
gctctcacaa

gcctaactgg

52

ctggcattct
atccagttcc
tgttggggtt
acccacccga
taaactgtga
taggaaactc
agcaagttac
agccaacaca
gggaacatga
agtgtattcc
agtgtgggaa
accgatttct
ctteetgece
agacatttgt
tcagcatcct
ccatctagca
gccaaatctg
tagaacattc
ttgaagaata
gcccaacagt
tgtggtcact
ttacaaccca
ctcectectet
ctcetetgte
gctcatccta

ctcttctgat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560



ttcatcactt
tcttggctca
agaacagaaa
gggaactgtg
ggctgaagga
tggtttcttt
tacaggtgaa
gaaaagaata
tatacaaaag
cagcaccctg
ctgagtcagt
tttaatattt
cccataccct
cctgtactgg
ccacactttg
gcacctgggt
ttcctetecag
aagcccaaac
aaggtcagac
atctatggtc
aaatagaatc
gctgtgggta
gcagtgagtc
ccataaaaac
tgtgectggt
tgagctgeca
cttaaccact
atgggagatg
tactctcctt
tctggtgtta
aaattttttc

agaaagcctt

actgatcagce
gtcccagaag
ctgtggcaga
gagctectggt
agtcccagga
gggacagctg
cactcaaggc
ctttcaagtt
attagctgta
atccaggtca
aaatgtagaa
tttattaggt
cccccacact
ggcatataaa
tgaggcactg
ttgatgcteca
atgagttgag
tatcagtttt
agagccattt
tccectttee
tcaagctact
gtggtacaca
agagatcagc
agtcttactt
gcccagggaa
tggaggtgat
gagccatcte
gggtaatgat
cacaagtgta
acacataatg
tttgttttag

tgggatccte

ctttaaaact
gaaaccccct
acaatcttca
attcagaagce
cgtggactta
tcaattgtac
acaggtatgg
tacagaagga
gactggatat
ccaaagcctt
tttggattte
attttcctca
cccctaccca
gtttgcaagt
ggctatccca
gacttctgag
tcagattctc
catttctgaa
tgagtctttt
aaaatatatc
aattttagaa
cctgtaagcc
ttcacctaca
gtgtaaaatt
gccaaaaaaa
gggatttaaa
tacagcccca
aacaattttt
gagtagaatt
gatttatctt
ttttaagatg

aatcattttg
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ctgagetgge
tttcatgaag
gataacatca
ctgtgtctag
gatgctttce
gctcaattta
acttggtaca
aggaaggaaa
cccaggcecatc
gtgagatcag
tcacaagttce
tttacatttce
cccactccca
cctggtggtyg
gtgtgectcte
cacgttcttg
atgtttaaca
aaggctggaa
atgtgaccaa
ttttgtgggg
aagaaaaaaa
cagctctcag
agcaaaaccc
aatttttaat
tatgttcaat
ccecctgttet
ttaaattgaa
tttttataat
ttctagaagce
gttaataaaa
attaatatct

catggtttta

aaagatgact
cttcagtttt
aaacaaagtg
ggtctgegee
cagcaggcca
gcctgcacta
taccgtgaaa
aaggaagcag
ctcggataat
actgcagagc
ctggceggtgt
caatgctatc
ctttttggee
tctttatget
ctcttccaca
ttcaatctct
gtgttttagg
aattttatga
gtatgaacca
acacggcaag
tattaaactc
gagactgagg
tgeccttaccee
acatatttgt
gtcectggaa
ctgaaaaagc
ttttattgte
actaagatgt
tacatgcatg
gaattagtaa
atagatacta

gtaatttttt
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ctatctatgt
gacatcctga
gagaagccac
aggagcagaa
ctctaagecge
atctgatgct
acactggaaa
aggtggtgat
gcccccgece
cagtctgtct
cttttttttt
ccaaaagtcce
ctggtgttcc
gatctctage
gataccaaaa
tgcgtaagat
ggattcacag
aaaactttca
gatctttcct
gaggaaagtt
ttactaaaga
caggaggatt
ctcaaccttt
gcacgatgtg
taggtggtta
agctagttct
attactcaat
ttagctattt
atattatcge
ataatatttt
gtgtacatta

aataacataa

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480



agaaggtctg
aggctcetgt
gtggggcctt
ctctetgetg
agagtcccte
agagctcccce
ataagtaagg
aggcacagct
gttatgacag
tttagaagaa
taagagaaat
ctgatgattg
actggggtta
gcttetettt

tagattgtga

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

14
939
ADN
ADNc

<400> 14
atcacccttg

agctcgcatc
gctccacttce
agcagcacct
acaggaacct
cagaattgaa
atttgactca
gagtaactgt
agtcagcaac
caacaagccc
taaatattta
tcttcagatg
atgttttaaa
ggtagactca
catttttagg

tatgttaate

acagattatg
gttcaaacat
gcttaaggag
tcccaggaag
cagtaaggca
tctccteect
caaagacaag
gcgatgtggg
aagcctacat
cacatctttt
ctgggatgag
atatgggaag
tagaagcaaa
ggaagaagca

cctagaagta

ctaaagagct
cagctagcag
ataggtcact
ccatcatatg
cgtactggcecce
acactatctc
acatagtttg
aattatcaag
ctagtcttcce
tggtgttcta
ggaacctcag
gcccaaccea
caggctgagce
tggctttett

taagctaaaa
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attgtggtat
tgctgetttg
ggaggtgaac
aggagtttca
actgtgtagt
tgttgatget
gagactcacg
catgagatgc
cttcttccca
ggtagcttat
tgaaagattc
ctgtgaaagg
atgagccagt
ccgtggette

taaaccattt

de IL-2 de Mus musculus

ctaatcactc
ctgtgtcaca
aagctctaca
ggagcagctg
gaaactccce
agatcttcag
aagcaaaagc
tgtaaaacta
tgtggtggac
tcaataacta
actttaattt
ataaatatgg
ctatttatct
ttaataaaag
acagcacaaa

agtgttttca

ctcacagtga
ttgacacttg
gcggaagcac
ttgatggacc
aggatgctca
tgcctagaag
tttcaattgg
aagggctctg
tttctgagga
tgtacctecct
atttttggat
atctttaaag
gaaattattt
tatttagatg
gtaagcgcta

agaaataaag

cctcaagtcce
tgctcettgt
agcagcagca
tacaggagct
ccttcaaatt
atgaacttgg
aagatgctga
acaacacatt
gatggatagc
gcttacaaca
gtattgttta
attctttttg
attatattga
attcaaatat
aaataacttc

ctctectet

ggattagaaa
ggttttggaa
cagacttgct
caacatactt
gtaccctcta
ttgtcacggt
tgagcatctc
aaagcaatgg
ttagtaataa
attgcaaatg
tccttgatca
caccacccat
gagcaagcca
tgtttgatct

cttaccc

tgcaggcatg
caacagcgca
gcagcagcag
cctgagcagg
ttacttgccee
acctctgegg
gaatttcatc
tgagtgccaa
cttctgtcaa
cataaggctc
ctatcttttg
taagccccaa
attgttaaat
aaataagctc

tcagttattc
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tggccceccac
cctttaagag
tccagtctece
ctgctgecac
aaactgagct
gatgaagaac
agccagactce
aaaatgaatc
tagcccegtgt
tggcacaatc
gattgtccca
tggcaggatg
gtaagcagtg

ctctcaatga

tacagcatgc
cccacttcaa
cagcagcagc
atggagaatt
aagcaggcca
catgttctgg
agcaatatca
ttcgatgatg
agcatcatct
tctatttatt
taactactag
gggctcaaaa
atcatgtgta
agatgtctgt

ctgtgaactc

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4367
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<210>
<211>
<212>
<213>

15
1047
ADN
ADNc

<400> 15
cgaattcccce

attcagtcag
aaggtaatgt
ttgacacccc
gttccctatc
aggatgcaac
acttcaagtt
atgattttga
aagttttaca
ctcaaacctc
agggacttaa
ttcatgtgtg
accttttgte
catatcaggc
tttgctacct
attctttttg
attattatgt

aaatttgata

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

16
2308
ADN
ADNc

<400> 16
gagagactgg

tcetecggeg

tccgettceac
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de IL-2 de Homo sapiens

tatcacctaa
tctttggggg
tttttcagac
cataatattt
actctcttta
tcectgtettg
ctacaaagaa
atggaattaa
tgcccaagaa
tggaggaagt
tcagcaatat
aatatgctga
aaagcatcat
cttctattta
attgtaacta
taagccctag
tgaatgttaa

aatataaaaa

de IL-2Ra

atggacccac
cgatgccaaa

tgcceegget

gtgtgggcta
tttaaagaaa
aggtaaagtc
ttccagaatt
atcactactc
cattgcacta
aacacagcta
taattacaag
ggccacagaa
gctaaattta
caacgtaata
tgagacagca
ctcaacactg
tttaaatatt
ttattcttaa
gggctctaaa
atatagtatc

aaaaaaa

atgtaacaaa
ttccaaagag
tttgaaaata
aacagtataa
acagtaacct
agtcttgcac
caactggagc
aatcccaaac
ctgaaacatc
gctcaaagca
gttctggaac
accattgtag
acttgataat
taaattttat
tcttaaaact
atggtttcac

tatgtagatt

de Homo sapiens

gagggatttc
tcatcagaag
tgtgtaatat
attgcatctc
caactcctge
ttgtcacaaa
atttactgcet
tcaccaggat
ttcagtgtct
aaaactttca
taaagggatc
aatttctgaa
taagtgcttc
atttattgtt
ataaatatgg
ttatttatcc

ggttagtaaa

acctacatcc
aggaaaaatg
gtaaaacatt
ttgttcaaga
cacaatgtac
cagtgcacct
ggatttacag
gctcacattt
agaagaagaa
cttaagacce
tgaaacaaca
cagatggatt
ccacttaaaa
gaatgtatgg
atcttttatg
caaaatattt

actatttaat

aagggtgaca gcccaggcegg accgatctte ccatcccaca

aagaggctga cggcaactgg gcecttctgca gagaaagace

ggtcccaagg gtcaggaaga tggattcata cctgcectgatg
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tggggactge
ccgccagaga
aactgtgaat
acaggaaact
cggaacacaa
gaaatgcaaa
cctccaccat
gtttattatc
tgcaaaatga
atggagacca
gagagtgaga
gcaaccatgg
ttcctgetga
agtagaagaa
agacaacaga
catcegttgt
gtggcaacct
aaatagcaat
tcatgtatat
tataaagaaa
gaaagcccca
ttgtctgcgt
taataaacat
atcctctaag
ccatggcaga
tcaggaacag
tgtgegttac
cctgaatttg
gcgtacgttt
atgcaaggaa
agaacgtaac
cagctceccta
gggcagcata
acgectgtag
tcgaggctge

tcetgtettt

tcacgttcat
tcccacacge
gcaagagagg
ctagccactce
cgaaacaagt
gtccaatgca
gggaaaatga
agtgecgtceca
cccacgggaa
gtcagtttce
cttectgect
agacgtccat
tcagcgtcect
caatctagaa
agtcatgaag
gcttgectge
tgtctctatg
ttcgecegttg
gtgttcatta
agtaggttta
gcactaacgt
ggttcctttc
ccttcaagaa
ctaaccccct
ataatctttg
aaggatgaat
taattggcct
gcctgecacta
cctgagaagt
ggaaagaaag
cacggaaaag
ggagaccaag
gcaagacaca
tcctagecac
agtcagtcat

aaggaaaaaa

catggtgecct
cacattcaaa
tttececgecaga
gtecctgggac
gacacctcaa
gccagtggac
agccacagag
gggatacagg
gacaaggtgg
aggtgaagag
cgtcacaaca
atttacaaca
cctcctgagt
aaccaaaaga
cccaagtgaa
gttttggaag
ccagctcagt
aagaggaagg
aagcatgaat
cattcatcte
aaatacacaa
tcagccgcett
ctctgggetg
tctactgage
ggtaacttca
gaggtcccag
ctttaagagt
atttgatgtt
gtctaaaaac
aaggaagtga
agcgcatcag
gcgggageat
tcecctacaaa
tcaggaggcet
gatggcacca

agacaagg
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ggctgecagyg
gccatggect
ataaaaagcg
aaccaatgtce
cctgaagaac
caagcgagcce
agaatttatc
gctctacaca
acccagcccce
aagcctcagg
acagattttc
gagtaccagg
gggctcacct
acaagaattt
atcaaaggtg
ctctgaagte
cccatcagag
gcaaaaccac
ggtatggaac
attccaactt
cacacacact
ctgactgctg
ctacccagaa
cttcagtett
aaacggggca
gcagagaatc
tagtttettt
tacaggtgga
accaaaaagg
agagggagaa
gcctggeacg
ctcttgagge
aaattagaaa
gaggcaggag

ctgcactcca

cagagctctg
acaaggaagg
ggtcactcta
aatgcacaag
agaaagaaag
ttccaggtca
atttcgtggt
gaggtcctge
agctcatatg
caagccccga
aaatacagac
tagcagtggce
ggcagcggag
cttggtaaga
ctaaatggtc
acatcacagg
agcgagcgcet
tagaactctc
tctetccace
cccagttcag
ctaccctata
attctccegt
atcattttac
gaatttctaa
gccaaaccca
atacttagca
gggattgcta
cacacaaggt
gatccgtaca
gggatggagg
gtggctcagg
caggagtttg
ttggctggat
gattgcttga

gcctgggcaa
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tgacgatgac
aaccatgttg
tatgctectgt
ctctgecact
gaaaaccaca
ctgcagggaa
ggggcagatg
tgagagegte
cacaggtgaa
aggccgtcect
agaaatggct
cggctgtgtt
acagaggaag
agccgggaac
gcccaggaga
acacggggca
acccacttct
catcttattt
ctatatgtag
gagtcccaag
caactggaca
tcacgttgce
ccttggetcea
aaaacagagg
tgaggcaatg
aagttttacc
tgaatgatac
gcaaatcaat
ttcaatgttt
tcacactggt
cctataacce
agaccagcect
gtggtggcat
gcccaggagt

cagagcaaga

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2308
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion para su uso en un método de (i) tratamiento de cancer en un ser humano; (ii) mejora de la
vacunacion en un ser humano; (iii) aumento de las respuestas inmunitarias contra el cancer en un ser humano; o (iv)
potenciacion de la reconstitucion del sistema inmunitario después de trasplante de médula 6sea o células madre en
un ser humano, en el que la composicion comprende:

un complejo polipeptidico preacoplado que comprende un polipéptido de IL-15 y una forma soluble de un polipéptido
de IL-15Ra, y en el que el complejo se forma antes de su administracion.

2. La composicién para su uso de la reivindicacién 1, en la que el polipéptido de IL-15 es un polipéptido de IL-15
humana.

3. La composicion para su uso de la reivindicacién 1 o 2, en la que el polipéptido de IL-15 tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 6.

4. La composicion para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que el polipéptido de IL-15 esta
glucosilado.

5. La composicion para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en la que el polipéptido de IL-15Ra es
un polipéptido de IL-15Ra humana.

6. La composicion para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la que el polipéptido de IL-15Ra tiene
la secuencia de aminoacidos del dominio extracelular de un polipéptido de IL-15Ra humana.

7. La composicion para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la que el polipéptido de IL-15Ra esta
glucosilado.

8. La composicion para su uso de la reivindicacion 1, en la que la composicion es para su uso en el tratamiento del
cancer en un ser humano.

9. La composicion para su uso de la reivindicacion 8, en la que dicho cancer es linfoma, leucemia, cancer de prostata,
cancer de utero, cancer de higado, neoplasia, adenocarcinoma, cancer de pulmon, cancer de rifiéon o cancer
pancreatico.

10. La composicion para su uso de la reivindicacién 1, en la que la composicion dirige la proliferacion homeostética de
inmunocitos sensibles a linfocinas en el ser humano.

11. La composicién para su uso de la reivindicacion 10, en la que los inmunocitos son linfocitos T, linfocitos T CD8,
linfocitos T CD4, linfocitos T de memoria, linfocitos B o linfocitos citoliticos naturales.

12. La composicion para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en la que la composicidn es adecuada
para su administracion por una via parenteral, via intravenosa, via subcutanea o via intramuscular.

13. La composicion para su uso de la reivindicacion 1, en la que el ser humano tiene cancer, o el ser humano ha
recibido un trasplante de médula 6sea o células madre, o el ser humano es inmunodeficiente, o el ser humano es
linfopénico, o el ser humano se ha vacunado previamente.

14. La composicion para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en la que el método comprende
administrar la composicién en combinacién con otro ingrediente activo.

15. La composicion para su uso de la reivindicacion 14, en la que el ingrediente activo es un AINE, inmunosupresor,
antihistaminico, antioncogénico, antibiético, sulfonamida.

16. Uso de la composicion como se define en las reivindicaciones 1 a 13 para la fabricacion de un medicamento para
(i) tratamiento de cancer en un ser humano; (ii) mejora de la vacunacion en un ser humano; (iii) aumento de las
respuestas inmunitarias contra el cancer en un ser humano; o (iv) potenciacién de la reconstitucion del sistema
inmunitario después de trasplante de médula 6sea o células madre en un ser humano.

57



ES 2790 588 T3

FIGURA

_Contral IS ILAISIL-1BRaFo

D459

CD44

M relativode

il s

& i ales i

CFSE

58



M ero relativo de odlulas
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FIGURA 1D
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FIGURA 1
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RECUENTOS DE NODULOS
EN EL HIGAIMY

T

Control | IL-15 |
| IL-15Ra |
mi | 200+ | 34 2
mz | 81 74 T
m3 | 200+ | 138 | 5
i
md | 200+ 23 B
m3 105 33 B
prom | ~160+ | ~60 | ~@8
__ PESODELBARD
Contral | IL-15 | IL-15 ¢
, IL-15Fa
mi | 200+ 34 2
m2 & 74 | 19
m3 | 200+ | 136 5
| - I
m4 | 200+ | 23 | G
ms | 105 as | &
prom | ~160+ 1 =& ~B
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FIGLURA 12
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