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lndustri‘l \\\Cnmet‘cm . Fecha: 2013.04.23
SUPERINTENDENCIA X? 11 PATENTEILEI)IM %2 Ev?%?%%%gERNNUEVASCR
7 11 PRESENTACION ~ Folog. 55 \CIONALI
DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES ~ = = — — . ... -
SOLICITUD FASE NACIONAL - PCT
X Patente de Invencién Patente de Modelo‘ de Utilidad
1 {(12) TIPO DE SOLICITUD X Capitulo | Capitulo Il
2 |DATOS SOLICITUD INTERNACIONAL PCT (86) '
Solicitud Internacional No. PCT/CU2011/000007 Fecha 10711/2011
Publicacion Internacional No. WO0/2012/062228 A2 Fecha 18/05/2012

3 (54) TITULO DE LA INVENCION (200 caracteres o espacios maximos)

POLIPEPTIDOS DERIVADOS DE LA IL-2 CON ACTIVIDAD AGONISTA PARA LA TERAPIA DEL CANCER
E INFECCIONES CRONICAS.

4 |CLASIFICACION INTERNACIONAL (51) CIP

CO7K 14/435

5 (71) SOL'C'TANTE(S) Esta persona también es inventor Para datos adicionales utilizar hoja de informacién adicional

APELLIDOS O RAZON SOCIAL NOMBRE IDENTIFICACION . TIPO
CENTRO DE INMUNOLOGIA MOLECULAR

6 |DATOS DEL SOLICITANTE

DIRECCION Calle 216 Esq. a 15, Atabey, Playa No. TELEFONO
CIUDAD La Habana 11600 E-MAIL
DEPARTAMENTO/ESTADO NACIONALIDAD O
PAIS DE RESIDENCIA CUBA LUGAR DE CUBA
CONSTITUCION
7 (72) INVENTOR(ES) Para datos adicionales utiizar hoja de informacion adicional
APELLIDOS | NOMBRES NACIONALIDAD
1.  LEON MONZON Kalet CUBANA
2. CARMENATE PORTILLA Tania CUBANA
3. PEREZRODRIGUEZ Saumel CUBANA
4, ENAMORADO ESCALONA Neris, Michel CUBANA
5. LAGE DAVILA Agustin, Bienvenido CUBANA
6.
7.

DIRECCION DE CORREO ELECTRONICO:

8 |DATOS INVENTOR(ES)

PAIS RESIDENCIA DEPARTAMENTO CIUDAD DIRECCION

1. CUBA . La Habana 17100 Calle 31 e/ 320 y 322 # 32009, Fraga, La Lisa

2. CUBA La Habana 12000 Calle Churruca e/ Daoiz y Santa Teresa # 387. Cerro

3. CUBA Artemisa 32400 Bauta Calle 146A el 241 y 243 # 24122 (altos).

4. CUBA La Habana 17100 Calle 45 # 19412 Apto 2 ele 194 y 196 Versalles, La Lisa
5. CUBA La Habana 10400 Kohly No. 51 entre 28 y 30, Vedado, Plaza

6.

7.

OTRO(S) SOLICITANTE(S) Y/U OTRO(S) INVENTOR(ES)

Los demas solicitantes y/o demas inventores se indican en una hoja a continuacion

9 (74) REPRESENTANTE X  APODERADO
APELLIDOS NOMBRES IDENTIFICACION
CASTELLANOS ABONDANO MARGARITA C.C. 39.779.654 T.P. 70.819
DIRECCION Calle 94A No. 7A-09 No. TELEFONO . 7560770
E-MAIL info@castellanosyco.co
CIUDAD BOGOTA No. DE
: PROTOCOLO

PAIS COLOMBIA EN LA OFICINA




10 |(30) DECLARACIONES DE PRIORIDAD X Sl NO
(33) PAIS DE ORIGEN CODIGO PAIS (31) NUMERO (32) FECHA (AAA/MM/DD)
1. CUBA Cu P/2010/216 12/11/2010
2.
3.
4.
5.
11 |DECLARACION SOBRE USO DE RECURSOS GENETICOS O BIOLOGICOS
Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de recursos genéticos o bioldgicos de los que
cualquiera de los paises miembros de la Comunidad Andina es pais de origen.
Sl X NO
NOTA: En caso afirmativo debera anexar copia del contrato de acceso de recursos genéticos o productos derivados, o certificado
o nimero de registro expedido por la Autoridad competente.
12 |(DECLARACION SOBRE USO DE CONOCIMIENTOS TRADICIONALES
Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de conocimientos tradicionales de comunidades
indigenas, afroamericanas o locale’s de paises miembros de la Comunidad Andina.
Sl X NO
NOTA: En caso afirmativo debera anexar la licencia o autorizacion de uso de conocimiento tradicional, o certificado, o nimero
de registro expedido por la Autoridad competente.
13 |REDUCCION DE TASAS
Declaro que carezco de medios econdmicos para presentar la solicitud de patente
Si X NO
NOTA: En caso de ser persona natural y carecer de medios econémicos, y por lo tanto, aplique la reduccion de tasas a que se
refiere la resolucion vigente en tarifas, debe firmar la presente solicitud bajo la gravedad de juramento.
Micro, pequeiias y medianas empresas Universidades publicas o privadas Entidades sin animo de lucro
Copia simple de la declaracion de Copia acto de reconocimiento institu- Copia de registro vigente en Camara
renta del ano inmediatamente anterior, o en su [cional emitido por el Ministerio de Educacion. [de Comercio.
defecto prueba documental idonea. Acreditacion Colciencias. Hoja de informacién complementaria.
Documento de constancia de cum- Oftros, especificar.
plimiento con lo establecido en la ley 905 de
2004.
14 |AUTORIZACION DE NOTIFICACION EN LINEA Sl X NO
Manifiesto que he leido y entendido perfectamente los términos y condiciones de uso de medios electrénicos para las notificaciones
en linea a través de Internet de los actos administrativos proferidos por la Superintendencia de Industria y Comercio que deber ser
notificados personalmente y, en consecuencia, autorizo el servicio de notificacién a través de internet.
14 |COMPROBANTE DE PAGO O PAGO ELECTRONICO N°[3'-3§S'~"I 13 ‘3655'*’ Fecha: 16)04/‘2(”3’ lSIO‘ilZNZ
16 |FIRMA DEL SOLICITANTE, DEL APODERADO O DEL REPRESENTANTE LEGAL
Junto a cada firma, indicar el nombre del firmante y su calidad (si tal calidad no es obvia al leer el petitorio)
MARGARITA CASTELLANOS ABONDANO - APODERADO
16 |ORDEN Y RELACION DE DOCUMENTOS QUE ACOMPANAN LA SOLICITUD
Documentacién Técnica Documentacion Juridica
Solicitud Internacional en Castellano
1. X Descripcién N° de folios: 4% 9. X Poderes, si fuera el caso.
2. X Reivindicaciones  N° de reivindicaciones:28 10. Documento que legalmente pruebe la cesion del
3. X Dibujos y/o figuras N° de folios: 6 inventor al solicitante o a su causante.
4. X Resumen 1. Copia del contrato de acceso de recursos genéticos o
5. Certificado de depdsito de material biolégico productos derivados, certificado o numero de registro, si fuera el
si fuera el caso. . caso.
6. Listado de secuencias de nucleotidos y/o 12 Copia de la licencia o autorizacion de Conocimientos
aminoacios en forma digital si fuera el caso. Tradicionales, certificado o nimero de registro, si fuera el caso.
7. Arte final 12 x 12 13. Documento que acredita la existencia y representacion
8. Anexo formato digital. legal, cuando el solicitante es persona juridica.
14 X Comprobante de pago de ia tasa de presentacion de la
solicitud.
15. Comprobante de pago por reivindicacion de prioridad
16. Comprobante de pago de la tasa por concepto de
excedente de palabras en la publicacién.
17. X Comprobante de pago por reivindicacion adicional a 10.

P2836/SOLICITUD DE PATENTE
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CENTRO DE INMUNOLOGIA MOLECULAR

Domiciliadios ep
Galle 216 Esy 15Atabey, Playa La Habana 11600, Cuba

Nombran por el presents a XIMENA CASTELLANOS A, ylo
MARGARITA CASTELLANCS A. abogadas con oficinas en
la Calle 944 No. 7A4-09, Bogota-Colombia para

oblensr fa proteccién de mi {nuesira) propiedad lndustrial o
intelectual y con esle fin aviorizamos a dichos apoderados
para gue nos representen snle cualesquiera aularidades o
persontas de los dedenes  administrative, conlancioss -
administrative vy fudicial en todo lo relacionads con los
siguiantes actos v gestiones;

ay  Cblencion de patentes de invencidn, modelos y dibujos

induatriales: magisko de marcss de fabrica, de servicie,
s::%w: {ft}§f°i’¥ {v*’}a y e dnff}mfréa’;meg de origas,
fas comerciales: si
: o de braspasc v cambio
tbeg @ (1{2:’;15”%%@& <: ns’*i«* acihn voluntwis ¥y el
G de licencias de uso do esos dereshos;

e

B} Para |z obtencitn de regisiros sanitarios

¢} Pacala oblencién de registros de derschos de aulor,

dj foriones de oposicitn, observacitn, cancelacion,
nulidad, medidss caulelares y en general los jukcios
chdles, penafes, adminskatvos o confengioss -
administrativos (QUE [TOMOYAMOS 0 56 BOS RIomuevan.

Pudiendo en lodes Ios aclos v gastiones arriba mencionados

Su\i!iu‘ ﬁsfa mndﬁh enire E{.as.. apoderados, transigir, desistir,

Finalmente, esle poder ratifica la mﬁr i e i dos los aclos v
soficiudes que, & nombre  de :a sante  hubleren
reglizado los apoderados en r’%hﬁ{:!&!} f i facuitades
anlerionments enumeradas, anies de ia susSripcitn  ded
presente poder

Dado y frmado hoy 05 de diclembre de 2012
En fa Habana,

jn B, Lage Davila,

P
—
5t
s
v
=
s

CALLE H’« Mo 7 A=
PHONE a“% F 4
&

@(;u?; 53
infoiinasts

_POWER OF ATTORNEY

S8R0 BOY 345
GUT 707 FARIST 117550
COLOMBIA
BAREYLL0

| fwa} the undersigned

CENTRO DE INMUNOLOGIA MOLECULAR

9.4
Calle 216 Esq 15Atabey, Playa La Habana 11600, Cuba

hersby . grantis) Power of Aforney to XIMENA
CASTEL&AN{JS A, and lor MARGARITA CASTELLANOS
4. allorneys residing &l Calle %4 Moo 7809, Bogols-
Colombia,

oitain the protection of my {our) inlellectust Propearty, fo

said alomays o represend
persons, spegially thase,
and judicidl, i all rmatiers

which purpose we authorize the
us belore any authoriies, o

a C 1btazf:mm of patents, modelz a ﬁ tesigns, regislistion
f m‘e"m’«w, ar*'vue mtﬁe Ay nf‘? t:f ie’-f&f:éve marl«%

; its wnawal = te ssmy rem:aal (A
s, changs of name pr domicls, woliniary
don, and He rogistration of licenses of use of the

cancels
above fights,
by  For e oblainment of Saritary regislrations;

¢} Forthe ohlainmant of copyright « gai;rg IO

dy Aclions of opposition, cancelalion, nullty,
infringement, granfing of bcenses; and in general the
civil, crimingl 2nd administrative sulls related io those
rights; acliens and sulls instituted by us or against ug;

i all the abowe matters ey may subslifuta this power of
attorey within the appoinied altorneys, compromise, cancel,
receive, withdraw, renounce, accept notifications and appoint
altorneys in factin of out of cowrl.

Finally, this power of 3%23:’&% rafifies the walidity of 2l acts
and applications made by the reprasentatives in the name of
the signatory of s power of allomey, with regard o the
facuflies above gwen, before the exeoy %Cf; of the presens
power of allornay, .

Glven and signad fhis




P ATENTS

CESION

El {los) susoriio (8)

LEON MONZON, Kafet

CARMENATE PORTILLA, Tania

PEREZ RODRIGUEZ, Saume!

ENARMORADO ESCALONA, Netis, Michel

LAGE DAVILA, Agustin, Blenvenide

&n consideracidn ol pago de fa suma de

I o), e helmos) recibido, por el

grasanis docum s (nedaimos) o

CENTRO DE INMUNOLOGI& MOLECULAR

ST ¢

una compafla constiida de conformidad con las leyes de-

con olicings en

Calle 216 Esq. a 15, Atabey, Playa, La Habana 11500, Cuba,
lodos s dereches v liulos sabn la nvencién dengoinadla
“POLIPEPTIDOS DERWADOS DE LA IL-2 CON ACTIVIDAD
AGONISTA PARA LA TERAPIA DEL CANCER FE
INFECCIONES CRONICAS"

EL CESIONARIO firma tambidn of presents v declara que scepla
dicha vesion

{2ado y fiemade hay

an La Habana

ASSIGNMENT ¥

The undersigned

LEON MONZON, Kalet

CARMENATE PORTILLA, Tania

PEREZ RODRIGUEZ, Saumel
ENAMORADO ESCALONA, Nerls, Michel
LAGE DAVILA, Agustin, Blenvenido

i consideration of the sum of
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, %othe mcoipl of which i hersby
acknowindged, by these presents do sell, assign and transfer unlo

CENTRO DE INMUNOLOGIA MOLECULAR
g corpuration prganired under the e of

having & placie of business

Calle 216 Esg. 2 15, Atsbey, Playa. La Habana 11600, Cuba,
aflyights and tile to the invention refaled o

YPOLYPEPTIDES DERIVED FROM [L-2 HAVING AGONISY
ACTIVITY, FOR THE THERAPY OF CANCER AND CHRONIC
INFECTIONS"

THE ASSIGNEE signs these presants and declares (hal seoapls the
alorssall assignment

Glven an signed this

in

leveantors
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CARMENATE PORTILLA, Tania 7 xﬁf
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PEREZ RODRIGUEZ, Saumel ;\%My
£

ENANORADO ESCALONA, Nerls, Wichel /)

¢ £+
N £
¢ i R
L
¢
i3 E: 3

%

o

LAGE DAVILA, Agustin, Bienvenido

Director General def Centto de Inmunclogia Molecular Agustin, B Lage Davila
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DOCUMENTO DE CESION
ASSIGMENT DOCUMENT

Por este documento, nosotros, log suscriptores, nombrados v domiciliados como consta
en anexo al presente documento, por la presente DECLARAMOS BAJO JURAMENTO
Gue cedemos nuestros derechos sobre ol invento titulado: )

“Polipéptidos derivados de la IL-2 con actividad agonista para la terapia del
cancer ¢ infecciones cronicas.”

Namero de Solicitud en Cuba CU/PIZ010/0216del 12 del mes de Noviembre del afio
2010,

¥ SN reserva o limitacion alguna, a favor de CENTRO DE INMUNOLOGIA
MOLECULAR, con domicilio legal en Calle 216 esq. 15, Atabey, Playa, Cindad
Habana 12 108, CUBA, quien podra solicitar y obfener en nombre propio el registro de
la correspondiente invencion en cualquier terriforio que, segiin sus intereses decida.

Dado en catos  dias dei mes de 2012

By this document, we, the subscribers, noted and with legal address as consist in annex
to the present, by this document DECLARED UNDER OATH that assign and
transferred our all rights in connection with the invention entitled:

“11-2 derivatives polypeptides with agonist activity for therapy of cancer and
chronic infections,”

Application number in Cuba CU/P/2010/0216, filed on day 12 month November of
vear 2010,

and without any reservation or limitation, in favor of CENTRO DE INMUNOLOGIA
MOLECULAR, with legal address in Calle 216 esq. 15, Atabey, Plava, Cladad
Habana 12 100, CUBA, to apply and obtain the registration of the corresponding
invention in proper name in any territory which, according to their interests decide.

Stgned at ﬁ Qi;)qﬂﬂ?\ this 4.3 day of /)if&:zfs'i o 2012,

inventorfinvenior

Neoris Miched BEngmorado Escalana

{firma’/signature}

Direcoidn/Address:

Calle 45 No. 19412 Apto. 2 entre 194 v 196 Versalles, La Lisa, Habana 17100, Cuba,



WO 2012/062228 A2 | [0V 0100 00 A

(12) SOLICITUD INTERNACIONAL PUBLICADA EN VIRTUD DEL TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA
DE PATENTES (PCT)

(19) Organizacién Mundial de la Propiedad _ S
T ntelectual 0T 0 O OO0 O 0O
ao) Nl’lméro de Publicacién Internacional

Oficina internacional
WO 2012/062228 A2

(43) Fecha de publicacién internacional e
18 de mayo de 2012 (18.05.2012) PCT

(51) Clasificacion Internacional de Patentes: (74) Mandatario: LOPEZ, MATILLA, Lien; Departamento
CO7K 14/435 (2006.01) de Patentes, Calle 216 Esq. a 15, Atabey. Playa; La

: DU . Habana 11600 (CU).
(21) Numero de Ia solicitud internacional:

PCT/CU2011/000007 (81) Estados designados (@ menos que se indique otra cosa,
para toda clase de proteccion nacional admisible). AFE,
AG, AL, AM, AO, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BII, BR,
BW, BY, BZ, CA, CH, CL, CN, CO, CR, CU, CZ, DE,

(22) Fecha de presentacién internacional:
10 de noviembre de 2011 (10.11.2011)

(25) Idioma de presentacitn: espaiiol DK, DM, DO, DZ, EC, EE, EG, ES, FI, GB, GD, GE,
GII, GM, GT, 1IN, HR, 11U, ID, IL, IN, IS, JP, KLi, KG,
(26) Idioma de publicacion: espaﬁol KM, KN, KP, KR, KZ, LA, LC, LK, LR, LS, LT, LU,
30) Datos relativos a la prioridad: LY, MA, MD, ME, MG, MK, MN, MW, MX, MY, MZ,
eh I)/Z(;T(;gl(,lvm a%a priorida NA, NG, NI, NO, NZ, OM, PE, PG, 'H, PL, PT, QA,
12 de noviembre de 2010 (12.11.2010) cu RO, RS, RU, RW, SC, SD, SE, 5G, SK, SL, SM, ST, SV,
] SY, TH, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC,

(71) Solicitante (para todos los Estados designados salvo VN, ZA, ZM, ZW.

US): CENTRO DE INMUNOLOGIA MOLECULAR . o
[CU/CUJ; Calle 216 Iisq. a 15, Atabey, Playa., La Ilabana (84) Estados designados (@ menos que se indique otra cosa,

11600 (CU). para toda clase de proteccion regional admisible):
) ARIPO (BW, GII, GM, KL;, LR, LS, MW, MZ, NA, RW,
(72) Inventores; ¢ . SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW), euroasiatica (AM, AZ,
(75) Inventores/Solicitantes (para US solamente): LEON BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), europea (AL, AT, BE,
MONZON, Kalet [CU/CU]; Calle 31 e/ 320 y 322 # BG, CI1, CY, CZ, DI, DK, LE, IS, FI, FR, GB, GR, 1IR,
32009. Fraga. La Lisa, La Habana 17100 (CU). HU, IE, IS, IT, LT, LU, LV, MC, MK, MT, NL, NO, PL,
CARMENATE PORTILLA, Tania [CU/CUJ; Calle PT, RO, RS, SE, SI, SK, SM, TR), OAPI (BF, BI, CF,
Churruca e/ Daoiz y Santa Teresa # 387. Cerro., La CG, CI, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD,
Habana 12000 (CU). PEREZ RODRIGUEZ. Saumel TG).

[CU/CUY; Calle 146A ¢ 241 y 243 # 24122 (altos). o
Bauta, Arfemisa. 32400 (CU). ENAMORADQ Fublicada:

ESCALONA, Neris, Michel [CU/CUT; Calle 45 # 19412 —  sin informe de busqueda internacional, serd publicada
Apto 2 efe 194 y 196 Versalles, La Lisa, La Habana nuevamente cuando se reciba dicho informe (Regla
17100 (CU). LAGE DAVILA, Agustin, Bienvenido 48.2(g)

[CU/CU]; Kohly No. 51 entre 28 y 30, Vedado, Plaza., La

Habana 10400 (CU). — con la parte de lista de secuencias de la descripcion

(Regla 5.2(a))

(54) Title: POLYPEPTIDES DERIVED FROM IL-2 HAVING AGONIST ACTIVITY, FOR THE THERAPY OF CANCER
AND CHRONIC INFECTIONS

(54) Titulo : POL[]’EP’TIDOS DERIVADOS DE LA IL-2 CON ACTIVIDAD AGONISTA PARA LA TERAPIA DEL CANCER
1 INFECCIONES CRONICAS.

(57) Abstract: The invention relates to polypeptides that have the same primary sequence as human IL-2, except that some amino
acids have been mutated. The mutations introduced substantially reduce the capacity of these polypeptides for the in vitro and in
vivo stimulation of regulatory T cells (T CD4+CID25+FoxP3+) and increase (he efficacy of said polypeplides in the therapy of
murine transplantable tumours. The invention also relates to the therapeutic uses of these variants, either alone or combined with
vaccines, for the therapy of diseases, such as cancer or infections in which the activity of the regulatory T cells (Tregs) is relevant.
The invention further relates to pharmaceutical compositions comprising the aforementioned polypeplides as an active principle.
In addition, the invention relates to the therapeutic use of said polypeptides and pharmaceutical compositions, making usc of their
ability to modulate the immune system in relation to pathologies such as cancer and chronic infectious diseases.

(57) Resumen: La presenle invencion se refiere a polipéptidos que comparten secuencia primaria con la IL-2 humana, excepto
porquc varios aminoacidos han sido mutados. Las mutaciones introducidas reducen sustancialmente la capacidad de¢ cstos
polipéptidos para estimular in vitro e in vivo a las células T reguladoras (T CD4+CD25+FoxP3+) y le confieren una mayor
eficacia en la terapia de tumores trasplantables murinos. Ademas incluye, las aplicaciones terapéuticas de estas variantes, solas o
en combinacién con vacunas, para la terapia de enfermedades como cl cancer o infecciones donde la actividad de las células T
reguladoras (Tregs) es relevante. En otro aspecto la presente invencién se relaciona con las composiciones farmacéuticas que
comprenden como principio activo los polipéptidos divulgados. Por tltimo, la presente invencion se relaciona con el uso
terapéutico de los polipéptidos v composiciones farmacéuticas divulgados dado su efecto modulador del sistema inmune sobre
patologias como cancer y enfermedades infecciosas crénicas.
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POLIPEPTIDOS DERIVADOS DE LA IL-2 CON ACTIVIDAD AGONISTA PARA LA
TERAPIA DEL CANCER E INFECCIONES CRONICAS.

Campo de la Invencion.

La presente invencién se relaciona con la inmunologia. Particularmente se relaciona
con la aplicacion terapéutica de la modulacién del sistema inmune mediante analogos
de moleculas naturales que tienen accion agonista de la molécula original, y sin

embargo de manera sorprendente demostraron una eficacia terapéutica superior.

Antecedentes de la Invencion: |

La interleucina 2 (IL-2) fue el primer factor de crecimiento descrito para las células T.
Desde su descubrimiento se observé su capacidad de promover la proliferacion y la
supervivencia de las células T in vitro (Smith, K.A. (1988) Science. 240, 1169-76), asi
como su capacidad de potenciar la respuesta inmune T en el contexto de infecciones
virales (Blattman, J.N., et al. (2003) Nat Med. 9, 540-7) o vacunas (Fishman, M., et al.
(2008) J Immunother. 31, 72-80; Kudo-Saito, C., et al. (2007) Cancer Immunol
Immunother. 56, 1897-910; Lin, C.T., et al. (2007) Immunol Lett. 114, 86-93). Sin
embargo, este papel clasico de la IL-2 como promotor de la respuesta inmune T ha
sido cuestionado recientemente, por muiltiples datos experimentales (Almeida, A.R., et
al. (2002) J Immunol. 169, 4850-60; de la Rosa, M., et al. (2004) Eur J Immunol. 34,
2480-8; Malek, T.R., et al. (2004) Nat Rev Immunol. 4, 665-74) que muestran a esta
citocina como un factor de crecimiento homeostatico para las células T reguladoras
naturales T CD4+CD25+ FoxP3+ (Tregs).

La interleucina 2 ha sido ademas propuesta como un actor relevante en el mecanismo
por el cual las células T reguladoras suprimen la actividad y expansion de otras células
efectoras como las T CD4 auxiliadoras, las T CD8 citotéxicas y las células asesinas
naturales NK. En particular ha sido propuesto recientemente que las células T
reguladoras suprimen a otras células T, induciendo la disminucién local de los niveles
de IL-2 (Pandiyan, P., et al. (2007) Nat Immunol. 8, 1353-62). Este efecto supresor se
sustenta: a) En su capacidad de inhibir directamente la produccion de nueva IL-2 por
las células T efectoras que suprime (Almeida, A.R., et al. (2002) J Immunol. 169, 4850-
60; Takahashi, T., ef al. (1998) Int Immunol. 10, 1969-80; Thornton, A.M., et al. (1998)
J Exp Med. 188, 287-96; Wolf, M., et al. (2001) Eur J Immunol. 31, 1637-45); b) La
capacidad de secuestrar, internalizar y degradar de forma rapida la IL-2 presente en su
microambiente (Pandiyan, P., et al. (2007) Nat Immunol. 8, 1353-62); y ¢) Su
capacidad de sobre-expresar la cadené alfa del receptor de IL-2 (Kuniyasu, Y., et al.
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(2000) Int Immunol. 12, 1145-55), lo que le permite usar mas eficientemente la IL-2
cuando hay bajas concentraciones de la misma.

Resumiendo, la IL-2 es una citosina con propiedades altamente pleiotropicas, siendo
muy relevante en la actividad biolégica de diferentes poblaciones celulares. Esta
propiedad hace de la IL-2 un nodo importante en la regulacién de la respuesta inmune,
convirtiéndola en un blanco atractivo y complejo para terapias de inmuno modulacion.
La IL-2 ha sido utilizada por varios afios en ia terapia del cancer. En particular su uso
en altas dosis es una terapia aprobada en varios paises para el tratamiento del
melanoma y carcinoma renal metastasico. Sin embargo, el uso directo de la IL-2 en
pacientes esta severamente limitado por los efectos téxicos y la baja eficacia de la
misma. Tanto es asi que apenas el 20% de los pacientes elegibles reciben la terapia y
mas. aun solo el 17% de los tratados muestra respuesta objetiva relevante. Una
explicacién probable para este dramético fallo en la clinica es que la terapia con IL-2
nativa estimula también poblaciones de células T reguladoras (Ahmadzadeh, M., et al.
(2006) Blood. 107, 2409-14) que actian en contra de la inmuno-estimulacion
perseguida con la misma. Numerosas evidencias preclinicas apoyan hoy esta idea. En
particular experimentos en modelos murinos muestran que la actividad primaria de Ia
IL-2 inyectada in vivo es la expansién homeostética de las células T reguladoras
naturales.

Varias estrategias se han desarrollado con el objetivo de mitigar los efectos téxicos de
la terapia con IL-2. Algunas de estas estrategias se basan en el empleo de variantes
mutadas de IL-2, disefiadas para aumentar la capacidad de esta molécula de sefializar
mayormente por el receptor de alta afinidad (cadenas alfa, beta y gamma) y no por el
de afinidad intermedia (cadenas beta y gamma). La idea basica es promover la
sefializacion en células T versus la sefializacién en células NK que son las células que
se consideran responsables por los efectos toxicos observados. En esta linea de
trabajo se encuentran las invenciones siguientes: U.S. Pat. 7,186,804, U.S. Pat.
7,105,653, U.S. Pat. 6,955,807, U.S. Pat. No. 5,229,109, U.S. Patent aplication
20050142106. Es importante notar en cualquier caso que ninguna de estas
invenciones se relaciona con muteinas de la IL-2 que posean mayor eficacia
terapéutica que la IL-2 nativa in vivo, en base a su capacidad disminuida para
estimular a las células T reguladoras naturales.

Otras variantes mutadas de la IL-2 han sido creadas con el objetivo de incrementar su
actividad farmacoldgica. Por ejemplo mejorando su plegamiento o incrementando su
tiempo de vida en sangre. Entre otras las siguientes invenciones van en esta linea de
trabajo: U.S. Pat. No. 4,959,314, U.S. Pat. No. 5,116,943, U.S. Pat. No. 4,853,332
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Nuevamente ninguna de estas muteinas posee una capacidad disminuida para activar
las células T reguladoras ni muestra una mayor eficacia terapéutica.

Finalmente, se debe referir que existen en la literatura numerosas propuestas de
agentes terapéuticos (Kreitman, R.J. (2009) Curr Pharm Des. 15, 2652-64; Litzinger,
M.T., Fernando, R., Curiel, T.J., Grosenbach, D.W., Schlom, J. and Palena, C. (2007)
Biood. 110, 31 92-201;. Morse, M.A,, Hobeika, A.C., Osada, T., Serra, D., Niedzwiecki,
D., Lyerly, HK. and Clay, T.M. (2008) Blood. 112, 610-8; Onizuka, S., Tawara, 1.,
Shimizu, J., Sakaguchi, S., Fujita, T. and Nakayama, E. (1999) Cancer Res. 59, 3128-
33; Quezada, S.A,, Peggs, K.S., Curran, M.A. and Allison, J.P. (2006) J Clin Invest.
116, 1 935—45) que proponen modular o reducir la actividad de las células T
reguladoras in vivo. Estos agentes terapéuticos han sido probados en modelos
animales o incluso en pacientes para la terapia directa de cancer o para potenciar el
efecto de vacunas. También hay algunos reportes que proponen modular la actividad
de la IL-2, en particular con anticuerpos monoclonales (Boyman, O., Kovar, M.,
Rubinstein, M.P., Surh, C.D. and Sprent, J. (2006) Science. 311, 1924-1927; Boyman,
O., et al. (2006) Expert Opin Biol Ther. 6, 1323-31; Kamimura, D., et al. (2006) J
Immunol. 177, 306-14; Murakami, M., Sakamoto, A., Bender, J., Kappler, J. and
Marrack, P. (2002) Proc Natl Acad Sci USA. 99, 8832-7; Tomala, J., Chmelova, H.,
Mrkvan, T., Rihova, B. and Kovar, M. (2009) J Immunol. 183, 4904-4912), para
promover mejores 0 mas efectivas respuestas inmunes. Sin embargo, para nuestro
conocimiento no existe ningln reporte en la literatura, basado en variantes mutadas de
la IL-2, que muestre la posibilidad de obtener una mayor eficacia terapéutica en base a
su capacidad disminuida para estimular a las células T reguladores naturales.

Breve Descripcion de la Invencién

La presente invencion se relaciona con la obtencién de variantes mutadas de la IL-2,
que muestran una mayor eficacia terapéutica que la IL-2 nativa en modelos de
tumores murinos transplantables. Estas muteinas se caracterizan por ser agonistas
parciales de la actividad de la IL-2 y se seleccionan por su capacidad especialmente
baja de estimular a las células T reguladores naturales (T CD4+CD25+FoxP3+) in vitro
y/o in vivo. La eficacia terapéutica de estas muteinas in vivo, propone una solucion
practica para mejorar las terapias con IL-2 en tumores malignos. En particular, estas
muteinas permitiran superar las limitaciones observadas en la terapia con IL-2 nativa
que derivan de su probada capacidad para expandir in vivo a las células T
reguladoras naturales.
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La presente invencion se refiere a polipéptidos que comparten secuencia primaria con
la IL-2 humana, excepto porque varios aminoacidos han sido mutados. Las
mutaciones introducidas reducen sustancialmente la capacidad de estos polipéptidos
para estimular in vitro e in vivo a las células T reguladoras (T CD4+CD25+FoxP3+) y le
confieren una mayor eficacia en la terapia de tumores trasplantables murinos. La
presente invencion incluye ademas las aplicaciones terapéuticas de estas variantes
mutadas, solas o en combinacion con vacunas, para la terapia de enfermedades como
el cancer o infecciones donde la actividad de las células T reguladoras (Tregs) es
relevante.

La presente invencién permitira un mejoramiento sustancial de las estrategias actuales
de inmunomodulacién basadas en la IL-2, tanto en la terapia directa del cancer, como
en su combinacién con diferentes vacunas. En particular la sustitucién de la IL-2 nativa
por las variantes mutadas descritas en esta invencion, permitira evitar la expansién de
células T reguladoras que reducen marcadamente los efectos terapéuticos deseados.

Descripcién Detallada de la Invencién.

Obtencién de los polipéptidos analogos de la IL-2.

La presente invencion se relaciona con polipéptidos de tamafio entre 100 y 500
aminoacidos, preferiblemente de tamafio 140 cuyo peso molecular aparente es de al
menos 15 kD. Estos polipéptidos mantienen una alta identidad de secuencia con la IL-
2 nativa, mas de un 90% de identidad, en una zona de su secuencia, incluyen de 3a 6
mutaciones respecto a la IL-2 nativa. En dichas posiciones, estos polipéptidos son
mutados introduciendo residuos de aminoacidos diferentes a los que existen en la
misma posicion en la IL-2 nativa. Los residuos que sustituyen a los residuos originales
se seleccionan para poseer propiedades fisicoquimicas bien distintas al aminoacido
original, cambio de residuo polar por apolar, cargado por no cargado, grande por
pequeno, acido por basico, entre otros.

Los polipéptidos de la presente invencién pueden denominarse indistintamente como
polipéptidos inmunomoduladores, anélogos de la IL-2 o muteinas de la IL-2, entre
otros. Estos polipéptidos se disefian a partir de la estructura 3D del complejo IL-2-
receptor (depositada en la base de datos publica PDB), introduciendo mutaciones
preferentemente en las posiciones de la IL-2 que corresponden a aminoacidos
significativamente expuestos al solvente y que son altamente conservados en las IL-2

- de diferentes especies (secuencias obtenidas de la base de datos Swissprot). Los

aminoacidos expuestos al solvente del tipo antes mencionados se identifican usando
programas bioinformaticos para la visualizacion de estructuras de proteinas como el
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RASMOL, SwissPDBviewer u otros. Las posiciones conservadas en la secuencia de la
IL-2 se identifican usando programas bioinformaticos para el alineamiento mdltiple de
secuencias por ejemplo Fasta, ClusterW u otros.

Los polipéptidos de esta invencién se pueden obtener por diferentes vias, entre otras,
por sintesis de proteinas. También podrian obtenerse por técnicas de ingenieria
genética, por ejemplo expresandolos en bacterias tales como, entre otras E. coli, en
células de mamiferos tales como, entre otras, células NSO. Las mutaciones puntuales
en las posiciones especiﬁcas'podrian obtenerse ademas por técnicas de mutagénesis
dirigida mediénte la reaccién en cadena de la polimerasa.

Sorprendentemente, los inventores encontraron una ventaja sustancial para estas
muteinas con respecto al tradicional uso de la IL-2 nativa. Esta ventaja radica en el
aumento de su eficacia en la terapia antitumoral, derivada de su capacidad de evitar
la expansién de las células T reguladoras.

Seleccién de los polipéptidos analogos de la IL-2 por su actividad biolégica;
Los polipéptidos de la presente invencion son seleccionados por las siguientes
propiedades:

1) Acciébn agonista de la IL-2 nativa. Esta propiedad puede evaluarse
directamente en ensayos de proliferacién in-vitro con lineas celulares
dependientes de IL-2 como la CTLL2 o la Kitt225, o con ensayos con mezclas de
linfocitos T de ratén y/o humanas. Estas muteinas deben poseer una actividad
estimulatoria especifica que sea de 5 a 50 veces inferior a la de la IL-2 nativa en
estos ensayos.

2) Pérdida de la capacidad, en relacién con la IL-2 nativa, de estimular in vitro y/o
in vivo las poblaciones de células T reguladoras. Esta propiedad puede evaluarse,
por ejemplo, estudiando la capacidad de las muteinas de la presente invencién en
comparacion con la IL-2 nativa para inducir directamente la expansién de células
T CD4+CD25+, purificadas de ratones virgenes y estimuladas con un anticuerpo
anti-CD3 in vitro. También puede evaluarse el efecto de la inyeccién en ratones
por cinco dias, intraperitonial 0 subcutanea, de estas muteinas o la {L-2 nativa en
la expansién o aumento de la tasa de proliferacion de poblaciones de células T
reguladoras (TCD4+CD25+FoxP3+). La actividad de la IL-2 mutadas sobre las
células T reguladoras debe ser al menos 1000 veces menor que la de la IL-2
nativa en estos ensayos.
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3) Efecto terapéutico incrementado con respecto a la IL2 nativa en modelos
animales. Esta propiedad puede evaluarse, por ejempio, comparando el efecto
antitumoral o anti-metastasico de las muteinas y la IL-2 nativa por si solas en
modelos de tumores trasplantables (Ej Melanoma B16). También puede evaluarse
a través del efecto potenciador de la respuesta celular y/o humoral a una vacuna

| de interés. Las muteinas deben mostrar una mayor eficacia terapéutica que la IL-2
nativa en dosis que contengan igual masa total de proteinas de la IL-2 y la

muteina.

La presente invencion se relaciona particularmente con las muteinas detalladas en la
Tabla 1. Estas muteinas incluyen mdltiples sustituciones de aminodacidos que de
conjunto les confieren las propiedades antes mencionadas.

Tabla 1: Muteinas construidas que poseen las tres propiedades basicas descritas en
esta patente. Las mutaciones se refieren segun la numeracion de la IL-2 humana.

lMutaciones

R38K, F42l, Y45N, E62L, E68V

IR38K, F42Q, Y45E, E68V

R38A, F42|, Y45N, E62L, E68V

R38K, F42K, Y45R, E62L, E68V

R38K, F42l, Y45E, E68V

R38A, F42A, Y45A, E62A

La presente invencion también comprende modificaciones adicionales de la clase de
muteinas de IL-2 antes referida y en especial las descritas en la Tabla 1. Ya sea para
aumentar la afinidad de las mismas por componentes especificos del receptor de IL-2,
pero sin afectar o incluso mejorando su caracter de agonista que no estimula a las
celulas T reguladoras; o para mejorar su farmacodin&mica in vivo: aumentar el tiempo
de vida o reducir su internalizacién por las células T. Estas mutaciones adicionales
pudieran ser obtenidas por disefio racional con herramientas bioinformaticas, o
utilizando bibliotecas moleculares combinatorias de diferente naturaleza (bibliotecas de
fagos, bibliotecas de expresion génica en levadura o en bacterias).
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En otro aspecto la presente invencion se relaciona con una proteina de fusién que
comprende cualquiera de los polipéptido inmunomoduladores antes descritos,
acoplado a una proteina transportadora. La proteina transportadora puedes ser la
AlbUmina o la regién Fc de las inmunoglobulinas humanas.

Aplicacion terapéutica de los polipéptidos analogos de la IL-2;

Esta invencién incluye ademas las composiciones farmacéuticas que comprenden

como principio activo las muteinas de IL-2 y sus anélogos, divulgadas por la presente
invencién, asi como sus posibles aplicaciones terapéuticas con el objetivo de
potenciar la respuesta inmune natural o inducida por vacunas en enfermedades como
el cancer o infecciones crénicas donde las células T reguladoras sean particularmente
relevantes. _

Para su uso terapéutico, el polipéptido de la presente invencion debera ser
administrado a un sujeto portador de la enfermedad de forma independiente o
combinado con otros polipéptidos o con.otras sustancias que faciliten o potencien su
accién terapéutica. La ruta de administracién podra ser cualquiera de las rutas de
administracién descritas por el arte previo para la administracion parenteral de
farmacos. Podra administrarse preferiblemente por via intravenosa, intramuscular,
subcutanea o intratumoral.

Los polipéptidos descritos en la presente invenciéon también pueden administrarse
formando parte de una composicion farmacéutica (til en la terapia de cancer y de
enfermedades infecciosas crénicas o para potenciar la respuesta celular y/o humoral a
vacunas en sustitucién de la IL2 nativa. Los polipéptidos de la presente invencion
pueden ser usados en combinacién con vacunas terapéuticas para cancer o con
vacunas profilacticas en enfermedad infecciosa donde las células T reguladoras son
relevantes. |

Para obtener el efecto terapéutico deseado, el polipéptido de la presente invencién
debera ser administrado a dosis suficientemente altas como para garantizar una
concentracion del mismo en el nodo linfitico o sitio periférico relevante para la
enfermedad en estudio, que esté en el rango de concentraciones para el cual la
muteina muestra un efecto immune-estimulador. La dosis en cuestion debera por tanto
ser ajustada para el tipo de enfermedad y via de administracién en estudio. Por
ejemplo en el caso de terapia de tumores, la dosis debe ajustarse para lograr
concentraciones de la muteina en el interior del tumor y/o en el nodo linfatico loco-
regional que garanticen la estimulacion de una respuesta inmune antitumoral. Los
rangos de dosis a explorar pueden variar desde cientos de microgramos hasta cientos
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de miligramos por dosis. Para aquellas aplicaciones en que la muteina sustituya una
terapia tradicional con IL-2 nativa, la dosis de muteina a utilizar debe ser menor o
equivalente en actividad (determinada usando ensayo con linea CTLL2) a la usada
tradicionalmente para la IL-2 nativa.

El numero de administraciones a aplicar debera también ajustarse a la biodistribucion
de la muteina en cuestion. En general se debera lograr sostener las concentraciones
efectivas antes referidas por un tiempo que va desde 2 dias hasta 30 dias
consecutivos. Note por ejemplo que si la muteina es acoplada a una proteina
transportadora, la frecuencia de administraciones de la misma debera ser ajustada en
consecuencia. Para aplicaciones donde se sustituya a la IL-2 nativa, el esquema de
administracion de la muteina podra ser similar al aplicado en la terapia tradicional.
Debe entenderse por accién terapéutica la remision total o parcial de los sintomas de
la enfermedad. En cancer, la disminucion del volumen tumoral o el incremento del
tiempo de recaida ser4, entre otros; el criterio de remisién de la enfermedad.

Los polipéptidos de la invencién son particularmente dtiles en la terapia de tumores
tales como entre otros melanomas y tumores renales.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Obtencién de la muteina. a) Expresion de la muteina en la cepa de E. coli
BL21DE3 evaluada pbr electroforesis en gel de poliacritamida con SDS (SDS-PAGE),
carril1: Proteinas totales de la cepa BL21DE3 control negativo de la expresion, carriles
2 y 3: Dos ejemplos de los niveles de expresion alcanzados en esta cepa, la flecha
sefiala la banda correspondiente a la muteina. b) Cromatograma de fase reversa que
muestra el paso fundamental de purificacion final de la proteina, la flecha sefala el
pico correspondiente a la proteina de interés. c) Purificacién de la muteina evaluada
por SDS-PAGE 1: Resultados del proceso de semi-purificacién por lavados del
precipitado celular, 2: muteina obtenida después de la purificacién por fase reversa.
Figura 2. Evaluacion del caracter agonista de la muteina de la IL-2. a) Medicion por
citometria de flujo, de la capacidad de unién de la muteina a la superficie de la linea
celular CTLL2. Tanto la IL-2 como la muteina fueron detectadas usando un AcM
especifico por la secuencia de 6His presente en las proteinas recombinantes. b) El
grafico muestra la capacidad de la muteina de inducir la proliferacion de la linea celular
CTLL2, dependiente de IL-2, en comparacion con la IL-2 nativa. La proliferacién fue
medida por incorporacion de MTT.

Figura 3. La muteina no induce la proliferacion de las células T reguladoras in vitro. a)
Graéfico de citometria de flujo que muestra la pureza de la poblacién CD3+CD4+CD25+
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purificada a partir de los ganglios de un raton C57BL6. b) Las células Treg fueron
estimuladas in vitro con un AcM anti CD3 y se les administrd IL-2 nativa en
concentracién de 0.5 ng/mL o muteina en concentracién de 32 ng/mL durante 72
horas, el grafico muestra el No de células vivas recuperadas después de cada
tratamiento en comparacion con el control donde no se adicioné ninguna citocina. Las
concentraciones seleccionadas corresponden, a la concentracion a la cual cada
molécula induce igual proliferacion de la linea CTLL2.

Figura 4. Evaluacion del efecto del tratamiento con la muteina sobre la proliferacion de
las poblaciones de linfocitos. a) Cuantificacién de los pesos relativos de los bazos de
los ratones tratados con la muteina durante cinco dias. Los pesos de los bazos de los
ratones tratados fueron estadisticamente superiores a los del grupo control. Se usé la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y la prueba de comparaciones muitiples de
Dunn. b) Medicién de la poblacion de linfocitos T CD8+, el grafico muestra los
porcentajes de esta poblacion.

Figura 5. La muteina es mas eficiente que la IL-2 nativa en la disminucién de
metastasis en el modelo de metastasis experimental de la linea de melanoma
MB16F0. a) Fotos representativas de los pulmones correspondientes a cada
tratamiento. b) Cuantificacion de las metastasis pulmonares en cada grupo.

Figura 6. La administracién de la muteina en combinacién con la vacuna OVA/VSSP
potencia el efecto antitumoral de esta vacuna. Los ratones portadores del tumor EG7
fueron tratados con la vacuna OVA/VSSP sola o en combinacién con la muteina. El
grafico muestra el crecimiento tumoral, el grupo tratado con la combinacién de la
vacuna y la muteina mostré una reduccién del tamafio tumoral estadisticamente
diferente del grupo control.

EJEMPLOS

Ejemplo 1. Disefio de las muteinas de IL-2

Las muteinas fueron disefiadas computacionalmente, a partir de técnicas
bioinformévticas, usando como base la estructura reportada de la IL-2 humana en la
base de datos PDB (Protein Data Bank) y las secuencias aminoacidicas de la IL-2 en
diversas especies que estan disponibles en la base de datos Swissprot. Varias
muteinas fueron disefiadas incluyendo de 3 a 6 mutaciones (introduciendo
sustituciones no conservativas de aminoacidos) en residuos expuestos al solvente y
fuertemente conservados en la evolucién. Estas muteinas fueron expresadas en E.coli
a partir de una construccién genética en el vector pET28a incluyéndoles una
secuencia identiﬂcadora de 6 histidinas en el amino terminal. Las muteinas fueron
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purificadas por fase reversa (Figura 1) obteniéndose con una elevada pureza (>95%).
Las muteinas obtenidas fueron seleccionadas a partir de sus propiedades en ensayos
experimentales in vitro e in vivo para mostrar las 3 propiedades basicas descritas en el
cuerpo de esta invencién. De todas la muteinas construidas en la Tabla 1 se describe
un conjunto de mutaciones especificas que tienen la propiedad deseada de ser
agonistas de la actividad de la IL-2 sin estimular sensiblemente a las células T
reguladoras y mostrando una mayor eficacia terapéutica que la IL-2 nativa en el
tratamiento de tumores murinos trasplantables. La Tabla 2 refiere otras de las
muteinas construidas pero que no mostraron las propiedades deseadas.

Tabla 2: Muteinas construidas que no poseen las propiedades basicas descritas en

esta patente. Las mutaciones se refieren segtn la numeracién de la IL-2 humana.

IMutaciones

Q22V, Q126A, 1129D, S130G

L18N, Q126Y, S130R

Q13Y, Q126Y, 1129D, S130R

L18N, Q22V, T123A, 1129D, S130R

R38A, F42A, Q126Y, 1129D

Q126Y, 1129D, E62L, E68V

Ejemplo 2. Demostracién del caricter agonista de las muteinas de IL-2
disefiadas. '
La Figura 2 ejemplifica como muteinas de las referidas en las Tabla 1 se unen a
~ componentes del receptor de IL-2 sobre la superficie de la linea celular CTLL2
(Figura.2a). Las muteinas construidas se unen a la células CTLL2, de la cual se
conoce posee en su superficie tanto receptores de alta afinidad como de afinidad
intermedia para la IL-2. La unién detectada en nuestros ensayos resulta ser similar a lo
obtenida con la IL-2 nativa. La Figura 2b ilustra entonces la capacidad de las muteinas
dadas en la Tabla 1 de estimular el crecimiento de Ia linea celular CTLL2 (Figura. 2b).
Estas muteinas resultan ser agonistas parciales de la actividad de la IL-2 en este
ensayo. La actividad especifica de las mismas es entre 5 y 50 veces menor que la de
la IL-2 nativa.
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Ejemplo 3. Efecto de las muteinas de IL-2 sobre las células T reguladoras.

Las muteinas descritas en la Tablal muestran una capacidad muy reducida de
estimular células T reguladoras in vitro (Figura 3). Como se observa en esta Figura si
bien la IL-2 nativa es capaz de hacer proliferar significativamente a las células T
reguladoras (T CD4+CD25+FoxP3+) al estimularlas con un anticuerpo anti-CD3
pegado al fondo de la placa de cultivo. Las muteinas descritas en la Tabla 1 en
concentraciones significativamente superiores en masa a la de la IL-2 nativa no
estimulan a las células T reguladoras. Debe acotarse que los resultados antes
descritos son validos incluso aumentando la cantidad de muteina a usar de modo que
se utilice aquella cantidad capaz de mostrar una actividad equivalente a la IL-2 nativa
en el ensayo de proliferacién con la linea CTLL2. Las muteinas descritas en la Tabla 1
exhiben tipicamente una capacidad de estimular las células T reguladoras al menos
1000 veces menor que la IL-2 nativa.

Ejemplo 4. Caracterizacion de la actividad inmunoestimuladora in vivo de la

muteinas diseas.
Las muteinas descritas en la Tabla 1 muestran una capacidad immunoestimulatoria -

aumentada in vivo. Las Figuras 4a,b muestran como las muteinas inducen una
esplenomegalia mayor a la de la IL2 nativa en ratones naive después del tratamiento
por cinco dias con dos dosis diarias intraperitoneales de 20 pg de la muteina. Esta
estimulacién correlaciona con un claro incremento de poblaciones efectoras, como los
linfocitos T CD8+. Como observacion relevante este tratamiento con muteinas no
estimula la expansion de las células T reguladoras (TCD4+CD25+FoxP3+) a
diferencia de los observado para la IL2 nativa (Figuras 4c,d).

Ejemplo 5. Medicién de la eficacia terapéutica de las muteinas en un modelo
murino de tumores trasplantables.

Se demostré el incremento en la eficacia terapéutica de las muteinas disefiadas en un
modelo murino de tumores trasplantables. Las muteinas descritas en la Tabla1
muestran una eficacia aumentada para el tratamiento de metéstasis pulmonares
inducidas en un modelo de melanoma murino MB16. La Figura 5 muestra como el
tratamiento por 5 dias con dos dosis diarias intraperitoneales de 20ug de una de las
muteinas de la Tabla 1 muestra un fuerte efecto antimetastasico, que no se observa
en los grupos tratados de igual forma y con igual dosis de IL-2 nativa.

11
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Ejemplo 6. Medicion de la capacidad de las muteinas de potenciar el efecto de
una vacuna antitumoral.

Se demostrd la capacidad de la muteina disefiada de potenciar el efecto antitumoral
de una vacuna. Se utilizé el modelo de tumor primario de la linea EG7, que es una
linea tumoral modificada para expresar el antigeno OVA. A los ratones portadores del
tumor se les inmunizdé con el antigeno OVA' adyuvado en VSSP solamente o en
combinacién con la muteina. La figura 6 muestra que la disminucién del crecimiento
tumoral fue mayor en el grupo de ratones tratados con la combinaci6n de la vacuna y
la muteina que en el grupo tratado con la vacuna solamente.
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REIVINDICACIONES

1. Un poli-péptido agonista de la IL-2, caracterizado porque tiene hasta un 95 %
de homologia con la secuencia de la IL-2 nativa y donde dicho polipéptido es al
menos 1000 veces menos efectivo para estimular in vitro y/o in vivo a las células
T reguladoras y muestra una mayor eficacia terapéutica in vivo.

2. El polipéptido de la reivindicacién 1 caracterizado porque comprende las
mutaciones R38K, F42l, Y45N, E62L, E68V.

3. El polipéptido de la reivindicacion 1 caracterizado porque comprende las
mutaciones R38K, F42Q, Y45E, E68V.

4. El polipéptido de la reivindicacién 1 caracterizado porque comprende las
mutaciones R38A, F42l, Y45N, E62L, E68V.

5. El polipéptido de la reivindicacién 1 caracterizado porque comprende las
mutaciones R38K, F42k, Y45R, E62L, E68V.

6. E! polipéptido de la reivindicacién 1 caracterizado porque comprende las
mutaciones R38K, F42Q, Y45E, E6G8V.

7. El pol.ipéptido de la reivindicacién 1 caracterizado porque comprende las
mutaciones R38A, F42A, Y45A, E62A.

8. Una proteina de fusion que comprende el polipéptido inmunomodulador de
cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 7, acoplado a una proteina
transportadora.

9. La proteina de fusion de la reivindicacion 8 caracterizada porque la proteina
transportadora es la Albumina.

10. La proteina de fusion reivindicacién 8 caracterizada porque la proteina
transportadora es la regién Fc¢ de las inmunoglobulinas humanas.

11. Una composicién farmacéutica til en la terapia de cancer y enfermedades
infecciosas crénicas, caracterizada porque comprende como principio activo el
polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones dela 1 ala 7.

12. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 11, caracterizada porque
comprende como principio activo uno o varios polipéptidos descritos en las
reivindicaciones dela 1t ala 7.

13. Una composicion farmacéutica util en la terapia de cancer y enfermedades
infecciosas crénicas, caracterizada pofque comprende como principio activo la
proteina de fusién descritas en cualquiera de las reivindicaciones de la 8 a la 10.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Uso de cualquiera de los polipéptidos de las reivindicaciones de la 1 ala 7
para el tratamiento directo de tumores malignos en sustitucién de la IL-2 nativa.

Uso de cualquiera de los polipéptidos de las reivindicaciones de la 1 ala 7
para potenciar la respuesta celular y/o humoral a vacunas en sustitucion de la 1.2
nativa.

Uso segun reivindicacion 15 cuando fa vacuna a potenciar es una vacuna
terapéutica para cancer.

Uso seguln reivindicacion 15 cuando ia vacuna a potenciar es una vacuna
para enfermedades infecciosas donde las células T reguladoras son refevantes.

El pblipéptido de cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 7 para la
manufactura de un medicamento Util en la terapia de enfermedades cronicas.

El polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones de fa 1 a la 7 para la
manufactura de un medicamento Gtii en la terapia del cancer.

El polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 7 para la
manufactura de un medicamento Util en la terapia de enfermedades infecciosas
crénicas.

Uso del polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 11 para
la terapia de enfermedades crénicas.

Uso del polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 11 para
la terapia de cancer.

Uso del polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 11 para
la terapia de enfermedades infecciosas crénicas.

Uso de la proteina de fusion de cualquiera de las reivindicaciones de la 8 a
la 10 para la terapia de enfermedades crénicas.

Uso de la proteina de fusion de cualquiera de las reivindicaciones de la 8 a
la 10 para la terapia de cancer.

Uso de la proteina de fusion de cualquiera de las reivindicaciones de Ia 8 a Ia
10 para la terapia de enfermedades crénicas.

Ei polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 7 para la
manufactura de un medicamento que modula el sistema inmune.

El polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 7 y sus
aplicaciones cuando se introducen nuevas mutaciones que incrementan su
afinidad de unién a los diferentes componentes del receptor de IL-2.
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POLIPEPTIDOS DERIVADOS DE LA IL-2 CON ACTIVIDAD AGONISTA PARA LA
TERAPIA DEL CANCER E INFECCIONES CRONICAS.

Campo de la Invencion.

La presente invencidn se relaciona con la inmunologia. Particularmente se relaciona con
la aplicacion terapéutica de la modulacién del sistema inmune mediante andlogos de
moléculas naturales que tienen accién agonista de la molécula original, y sin embargo de
manera sorprendente demostraron una eficacia terapéutica superior.

Antecedentes de la Invencion:

La interleucina 2 (IL-2) fue el primer factor de crecimiento descrito para las células T.
Desde su descubrimiento se observd su capacidad de promover la proliferacion y la
supervivencia de las células T in vifro (Smith, K.A. (1988) Science. 240, 1169-76), asi
como su capacidad de potenciar la respuesta inmune T en el contexto de infecciones
virales (Blattman, J.N,, et al. (2003) Nat Med. 9, 540-7) o vacunas (Fishman, M., ef al.
(2008) J Immunother. 31, 72-80; Kudo-Saito, C. et al (2007) Cancer Immunol
Immunother. 56, 1897-910; Lin, C.T., et al (2007) Immunol Lett. 114, 86-93). Sin
embargo, este papel clasico de la IL-2 como promotor de la respuesta inmune T ha sido
cuestionado recientemente, por mdltiples datos experimentales (Almeida, A.R., et al.
(2002) J Immunol. 169, 4850-60; de la Rosa, M., et al. (2004) Eur J Immunol. 34, 2480-8;
Malek, T.R., ef al. (2004) Nat Rev Immunol. 4, 665-74) que muestran a esta citocina como
un factor de crecimiento homeostatico para las células T reguladoras naturales T
CD4+CD25+ FoxP3+ (Tregs).

La interleucina 2 ha sido ademés propuesta como un actor relevante en el mecanismo por
el cual las células T reguladoras suprimen la actividad y expansiéon de ofras células
efectoras como las T CD4 auxiliadoras, las T CD8 citotéxicas y las células asesinas
naturales NK. En particular ha sido propuesto recientemente que las células T reguladoras
suprimen a otras células T, induciendo la disminucién local de los niveles de IL-2
(Pandiyan, P., et al. (2007) Nat Immunol. 8, 1353-62). Este efecto supresor se sustenta: a)
En su capacidad de inhibir directamente la produccién de nueva IL-2 por las células T
efectoras que suprime (Almeida, A.R., et al. (2002) J Immunol. 169, 4850-60; Takahashi,
T., et al. (1998) Int Immunol. 10, 1969-80; Thornton, A.M., et al. (1998) J Exp Med. 188,
287-96; Wolf, M., ef al. (2001) Eur J Immunol. 31, 1637-45); b) La capacidad de
secuestrar, internalizar y degradar de forma rapida la IL-2 presente en su microambiente
(Pandiyan, P., et al. (2007) Nat Immunol. 8, 1353-62); y ¢) Su capacidad de sobre-
expresar la cadena alfa del receptor de IL-2 (Kuniyasu, Y., et al. (2000) Int Immunol. 12,
1145-55), lo que le permite usar mas eficientemente la IL-2 cuando hay bajas
concentraciones de la misma,

Resumiendo, la IL-2 es una citocina con propiedades altamente pleiotrdpicas, siendo muy

relevante en la actividad bioldgica de diferentes poblaciones celulares. Esta propiedad
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hace de la IL-2 un nodo importante en la regulacion de la respuesta inmune,
convirtiéndola en un blanco atractivo y complejo para terapias de inmuno modulacién.

La IL-2 ha sido utilizada por varios anos en la terapia del cancer. En particular su uso en
altas dosis es una terapia aprobada en varios paises para el tratamiento del melanoma y
carcinoma renal metastasico. Sin embargo, el uso directo de la IL-2 en pacientes esta
severamente limitado por los efectos tdxicos y la baja eficacia de la misma. Tanto es asi
que apenas el 20% de los pacientes elegibles reciben la terapia y mas aun solo el 17% de
los tratados muestra respuesta objetiva relevante. Una explicacion probable para este
dramatico fallo en la clinica es que la terapia con IL-2 nativa estimula también poblaciones
de células T reguladoras (Ahmadzadeh, M., et al. (2006) Blood. 107, 2409-14) que actlan
en contra de la inmuno-estimulacién perseguida con la misma. Numerosas evidencias
preclinicas apoyan hoy esta idea. En particular experimentos en modelos murinos
muestran que la actividad primaria de la IL-2 inyectada in vivo es la expansion
homeostatica de las células T reguladoras naturales.

Varias estrategias se han desarrollado con el objetivo de mitigar los efectos toxicos de la
terapia con IL-2. Algunas de estas estrategias se basan en el empleo de variantes
mutadas de |L-2, disefiadas para aumentar la capacidad de esta molécula de senalizar
mayormente por el receptor de alta afinidad (cadenas alfa, beta y gamma) y no por el de
afinidad intermedia (cadenas beta y gamma). La idea basica es promover la senalizacion
en células T versus la sefalizacion en células NK que son las células que se consideran
responsables por los efectos toxicos observados. En esta linea de trabajo se encuentran
las invenciones siguientes: U.S. Pat. 7,186,804, U.S. Pat. 7,105,653, U.S. Pat. 6,955,807,
U.S. Pat. No. 5,229,109, U.S. Patent aplication 20050142106. Es importante notar en
cualquier caso que ninguna de estas invenciones se relaciona con muteinas de la IL-2
que posean mayor eficacia terapéutica que la IL-2 nativa in vivo, en base a su capacidad
disminuida para estimular a las células T reguladoras naturales.

Otras variantes mutadas de la IL-2 han sido creadas con el objetivo de incrementar su
actividad farmacoldgica. Por ejemplo mejorando su plegamiento o incrementando su
tiempo de vida en sangre. Entre otras las siguientes invenciones van en esta linea de
trabajo: U.S. Pat. No. 4,959,314, U.S. Pat. No. 5,116,943, U.S. Pat. No. 4,853,332.
Nuevamente ninguna de estas muteinas posee una capacidad disminuida para activar las
células T reguladoras ni muestra una mayor eficacia terapéutica.

Finalmente, se debe referir que existen en la literatura numerosas propuestas de agentes
terapéuticos (Kreitman, R.J. (2009) Curr Pharm Des. 15, 2652-64; Litzinger, M.T.,
Fernando, R., Curiel, T.J., Grosenbach, D.W., Schlom, J. and Palena, C. (2007) Blood.
110, 3192-201; Morse, M.A., Hobeika, A.C., Osada, T., Serra, D., Niedzwiecki, D., Lyerly,
H.K. and Clay, T.M. (2008) Blood. 112, 610-8; Onizuka, S., Tawara, |., Shimizu, J.,
Sakaguchi, S., Fujita, T. and Nakayama, E. (1999) Cancer Res. 59, 3128-33; Quezada,
S.A., Peggs, K.S., Curran, M.A. and Allison, J.P. (2008) J Clin Invest. 116, 1935-45) que
proponen modular o reducir la actividad de las células T reguladoras in vivo. Estos
agentes terapéuticos han sido probados en modelos animales o incluso en pacientes
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para la terapia directa de cancer o para potenciar el efecto de vacunas. También hay
algunos reportes que proponen modular la actividad de la IL-2, en particular con
anticuerpos monoclonales (Boyman, Q., Kovar, M., Rubinstein, M.P., Surh, C.D. and
Sprent, J. (2006) Science. 311, 1924-1927; Boyman, Q., et al. (2006) Expert Opin Biol
Ther. 6, 1323-31; Kamimura, D., et al. (2006) J Immunol. 177, 306-14; Murakami, M.,
Sakamoto, A., Bender, J., Kappler, J. and Marrack, P. (2002) Proc Natl Acad Sci USA. 99,
8832-7; Tomala, J., Chmelova, H., Mrkvan, T., Rihova, B. and Kovar, M. (2009) J
Immunol. 183, 4904-4912), para promover mejores 0 mas efectivas respuestas inmunes.
Sin embargo, para nuesiro conocimiento no existe ningtin reporte en la literatura, basado
en variantes mutadas de la IL-2, que muestre la posibilidad de obtener una mayor eficacia
terapéutica en base a su capacidad disminuida para estimular a las células T reguladores
naturales.

Breve Descripcién de la Invencion

La presente invencion se relaciona con la obtencién de variantes mutadas de la IL-2, que
muestran una mayor eficacia terapéutica que la IL-2 nativa en modelos de tumores
murinos transplantables. Estas muteinas se caracterizan por ser agonistas parciales de la
actividad de la IL-2 y se seleccionan por su capacidad especialmente baja de estimular a
las células T reguladores naturales (T CD4+CD25+FoxP3+) in vitro y/o in vivo. La eficacia
terapéutica de estas muteinas in vivo, propone una solucién practica para mejorar las
terapias con IL-2 en tumores malignos. En particular, estas muteinas permitiran superar
las limitaciones observadas en la terapia con IL-2 nativa que derivan de su probada
capacidad para expandir in vivo a las células T reguladoras naturales.

La presente invencion se refiere a polipéptidos que comparten secuencia primaria con la
IL-2 humana, excepto porque varios aminoacidos han sido mutados. Las mutaciones
introducidas reducen sustancialmente la capacidad de estos polipéptidos para estimular in
vitro e in vivo a las células T reguladoras (T CD4+CD25+FoxP3+) y le confieren una
mayor eficacia en la terapia de tumores trasplantables murinos. La presente invencion
incluye ademas las aplicaciones terapéuticas de estas variantes mutadas, solas o en
combinacién con vacunas, para la terapia de enfermedades como el cancer o infecciones
donde la actividad de las células T reguladoras (Tregs) es relevante.

La presente invencion permitird un mejoramiento sustancial de las estrategias actuales de
inmunomodulacién basadas en la I'L-2, tanto en la terapia directa del cancer, como en su
combinacién con diferentes vacunas. En particular la sustitucién de la IL-2 nativa por las
variantes mutadas descritas en esta invencién, permitira evitar la expansién de células T

reguladoras que reducen marcadamente los efectos terapéuticos deseados.
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Descripcion Detallada de la Invencién.

Obtencidn de los polipéptidos analogos de la IL-2.

La presente invencion se relaciona con polipéptidos de tamafo entre 100 y 500
aminoacidos, preferiblemente de tamarnio 140 cuyo peso molecular aparente es de al
menos 15 kD. Estos polipéptidos mantienen una alta identidad de secuencia con la IL-2
nativa, mas de un 90% de identidad, en una zona de su secuencia, incluyen de 3 a 6
mutaciones respecto a la IL-2 nativa. En dichas posiciones, estos polipéptidos son
mutados introduciendo residuos de aminoacidos diferentes a los que existen en la misma
posicién en la IL-2 nativa. Los residuos que sustituyen a los residuos originales se
seleccionan para poseer propiedades fisicoquimicas bien distintas al aminodacido original,
cambio de residuo polar por apolar, cargado por no cargado, grande por pequefio, acido
por basico, entre otros.

Los polipéptidos de la presente invencion pueden denominarse indistintamente como
polipéptidos inmunomoduladores, andlogos de la IL-2 o muteinas de la IL-2, entre otros.
Estos polipéptidos se disefian a partir de la estructura 3D del complejo IL-2-receptor
(depositada en la base de datos publica PDB), introduciendo mutaciones preferentemente
en las posiciones de la IL-2 que corresponden a aminodcidos significativamente
expuestos al solvente y que son altamente conservados en las IL-2 de diferentes especies
(secuencias obtenidas de la base de datos Swissprot). Los aminoécidos expuestos al
solvente del tipo antes mencionados se identifican usando programas bioinformaticos
para la visualizacién de estructuras de proteinas como el RASMOL, SwissPDBviewer u
otros. Las posiciones conservadas en la secuencia de la IL-2 se identifican usando
programas bicinformaticos para el alineamiento muitiple de secuencias por ejemplo Fasta,
ClusterW u otros.

Los polipéptidos de esta invencién se pueden obtener por diferentes vias, entre otras, por
sintesis de proteinas. También podrian obtenerse por técnicas de ingenieria genética, por
ejemplo expresandolos en bacterias tales como, entre otras E. coli en células de
mamiferos tales como, entre otras, células NSO. Las mutaciones puntuales en las
posiciones especificas podrian obtenerse ademés por técnicas de mutagénesis dirigida
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa.

Sorprendentemente, los inventores encontraron una ventaja sustancial para estas
muteinas con respecto al tradicional uso de la IL-2 nativa. Esta ventaja radica en el
aumento de su eficacia en la terapia antitumoral, derivada de su capacidad de evitar la
expansion de las células T reguladoras.

Seleccion de los polipéptidos analogos de la IL-2 por su actividad biol6gica;
Los polipeptidos de la presente invencién son seleccionados por las siguientes
propiedades:

1) Accion agonista de la IL-2 nativa. Esta propiedad puede evaluarse directamente en
ensayos de proliferacion in-vitro con lineas celulares dependientes de IL-2 como la
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CTLL2 o la Kitt225, o con ensayos con mezclas de linfocitos T de ratén y/o humanas.
Estas muteinas deben poseer una actividad estimulatoria especifica que sea de 5 a

50 veces inferior a la de la IL-2 nativa en estos ensayos.

2) Pérdida de la capacidad, en relacién con la IL-2 nativa, de estimular in vitro y/o in
vivo las poblaciones de células T reguladoras. Esta propiedad puede evaluarse, por
ejemplo, estudiando la capacidad de las muteinas de la presente invencién en
comparacion con la IL-2 nativa para inducir directamente la expansiéon de células T
CD4+CD25+, purificadas de ratones virgenes y estimuladas con un anticuerpo anti-
CD3 in vitro. También puede evaluarse el efecto de la inyeccién en ratones por cinco
dias, intraperitonial o subcutanea, de estas muteinas o la IL-2 nativa en la expansion
0 aumento de la tasa de proliferacién de poblaciones de células T reguladoras
(TCD4+CD25+FoxP3+). La actividad de la IL-2 mutadas sobre las células T
reguladoras debe ser al menos 1000 veces menor que la de la IL-2 nativa en estos

ensayos.

3) Efecto terapéutico incrementado con respecto a la IL2 nativa en modelos
animales. Esta propiedad puede evaluarse, por ejemplo, comparando el efecto
antitumoral o anti-metastasico de las muteinas y la IL-2 nativa por si solas en modelos
de tumores trasplantables (Ej Melanoma B16). También puede evaluarse a través del
efecto potenciador de la respuesta celular y/o humoral a una vacuna de interés. Las
muteinas deben mostrar una mayor eficacia terapéutica que la IL-2 nativa en dosis
que contengan igual masa total de proteinas de la IL-2 y la muteina.

La presente invencion se relaciona particularmente con las muteinas detalladas en la
Tabla 1. Estas muteinas incluyen multiples sustituciones de aminoéacidos que de conjunto
les confieren las propiedades antes mencionadas.

Tabla 1: Muteinas construidas que poseen las tres propiedades bésicas descritas en esta
patente. Las mutaciones se refieren segun la numeracion de la IL-2 humana.

Mutaciones

R38K, F42|, Y45N, E62L, E68V

R38K, F42Q, Y45E, E68V

R38A, F42|, Y45N, E62L, E68V

R38K, F42K, Y45R, E62L, E68V

R38K, F42l, Y45E, E68V

R38A, F42A, Y45A, E62A
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La presente invencion también comprende modificaciones adicionales de la clase de
muteinas de IL-2 antes referida y en especial las descritas en la Tabla 1. Ya sea para
aumentar la afinidad de las mismas por componentes especificos del receptor de IL-2,
pero sin afectar o incluso mejorando su caracter de agonista que no estimula a las células
T reguladoras; o para mejorar su farmacodinamica in vivo: aumentar el tiempo de vida o
reducir su internalizacion por las células T. Estas mutaciones adicionales pudieran ser
obtenidas por disefo racional con herramientas bioinformaticas, o utilizando bibliotecas
moleculares combinatorias de diferente naturaleza (bibliotecas de fagos, bibliotecas de

expresion génica en levadura o en bacterias).

En otro aspecto la presente invencién se relaciona con una proteina de fusién que
comprende cualquiera de los polipéptido inmunomoduladores antes descritos, acoplado a
una proteina transportadora. La proteina transportadora puedes ser la Alblimina o la

region Fc de las inmunoglobulinas humanas.

Aplicacion terapéutica de los polipéptidos anélogos de la IL-2;

Esta invencion incluye ademds las composiciones farmacéuticas que comprenden como
principio activo las muteinas de IL-2 y sus andlogos, divulgadas por la presente invencién,
asi como sus posibles aplicaciones terapéuticas con el objetivo de potenciar la respuesta
inmune natural o inducida por vacunas en enfermedades como el cancer o infecciones
crénicas donde las células T reguladoras sean particularmente relevantes.

Para su uso terapéutico, el polipéptido de la presente invencién debera ser administrado a
un sujeto portador de la enfermedad de forma independiente o combinado con otros
polipeptidos o con otras sustancias que faciliten o potencien su accién terapéutica. La ruta
de administracion podréa ser cualquiera de las rutas de administracion descritas por el arte
previo para la administracion parenteral de farmacos. Podra administrarse preferiblemente
por via intravenosa, intramuscular, subcutanea o intratumoral.

Los polipéptidos descritos en la presente invencion también pueden administrarse
formando parte de una composicién farmacéutica Gtil en la terapia de cancer y de
enfermedades infecciosas crénicas o para potenciar la respuesta celular y/o humoral a
vacunas en sustitucion de la IL2 nativa. Los polipéptidos de la presente invencién pueden
ser usados en combinacién con vacunas terapéuticas para cancer o con vacunas
profilacticas en enfermedad infecciosa donde las células T reguladoras son relevantes.
Para obtener el efecto terapéutico deseado, el polipéptido de la presente invencién debera
ser administrado a dosis suficientemente altas como para garantizar una concentracién
del mismo en el nodo linfatico o sitio periférico relevante para la enfermedad en estudio,
que esté en el rango de concentraciones para el cual la muteina muestra un efecto
immune-estimulador. La dosis en cuestion debera por tanto ser ajustada para el tipo de
enfermedad y via de administracion en estudio. Por ejemplo en el caso de terapia de
tumores, la dosis debe ajustarse para lograr concentraciones de la muteina en el interior
del tumor y/o en el nodo linfatico loco-regional que garanticen la estimulacién de una
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respuesta inmune antitumoral. Los rangos de dosis a explorar pueden variar desde
cientos de microgramos hasta cientos de miligramos por dosis. Para aquellas
aplicaciones en que la muteina sustituya una terapia tradicional con IL-2 nativa, la dosis
de muteina a utilizar debe ser menor o equivalente en actividad (determinada usando
ensayo con linea CTLL2) a la usada tradicionalmente para la IL-2 nativa.

El nimero de administraciones a aplicar debera también ajustarse a la biodistribucién de
la muteina en cuestion. En general se debera lograr sostener las concentraciones
efectivas antes referidas por un tiempo que va desde 2 dias hasta 30 dias consecutivos.
Note por ejemplo que si la muteina es acoplada a una proteina transportadora, la
frecuencia de administraciones de la misma debera ser ajustada en consecuencia. Para
aplicaciones donde se sustituya a la IL-2 nativa, el esquema de administracion de la
muteina podra ser similar al aplicado en la terapia tradicional.

Debe entenderse por accién terapéutica la remision total o parcial de los sintomas de la
enfermedad. En cancer, la disminucion del volumen tumoral o el incremento del tiempo de
recaida sera, enire otros, el criterio de remision de la enfermedad.

Los polipéptidos de la invencién son particularmente Utiles en la terapia de tumores tales

como entre otros melanomas y tumores renales.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Obtencién de la muteina. a) Expresién de la muteina en la cepa de E. coli
BL21DE3 evaluada por electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE),
carril1: Proteinas totales de la cepa BL21DE3 control negativo de la expresidn, carriles 2 y
3. Dos ejemplos de los niveles de expresion alcanzados en esta cepa, la flecha sefala la
banda correspondiente a la muteina. b) Cromatograma de fase reversa que muestra el
paso fundamental de purificacion final de la proteina, la flecha sefala el pico
correspondiente a la proteina de interés; c) Purificacion de la muteina evaluada por SDS-
PAGE 1: Resultados del proceso de semi-purificacién por lavados del precipitado celular,
2: muteina obtenida después de la purificacién por fase reversa.

Figura 2. Evaluacion del caracter agonista de la muteina de la IL-2. a) Medicién por
citometria de flujo, de la capacidad de unién de.la muteina a la superficie de la linea
celular CTLL2. Tanto la IL-2 como la muteina fueron detectadas usando un AcM
especifico por la secuencia de 6His presente en las proteinas recombinantes. b) El
grafico muestra la capacidad de la muteina de inducir la proliferacion de la linea celular
CTLL2, dependiente de IL-2, en comparacién con la IL-2 nativa. La proliferacién fue
medida por incorporacién de MTT.

Figura 3. La muteina no induce la proliferacion de las células T reguladoras in vitro. a)
Grafico de citometria de flujo que muestra la pureza de la poblacién CD3+CD4+CD25+
purificada a partir de los ganglios de un raton C57BL6. b) Las células Treg fueron
estimuladas in vitro con un AcM anti CD3 y se les adminisird IL-2 nativa en concentracion
de 0,5 ng/mL o muteina en concentracién de 32 ng/mL durante 72 horas, el gréfico
muestra el No de células vivas recuperadas después de cada tratamiento en comparacion
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con el control donde no se adiciond ninguna citocina. Las concentraciones seleccionadas
corresponden, a la concentracion a la cual cada molécula induce igual proliferacion de la
linea CTLL2.

Figura 4. Evaluacion del efecto del tratamiento con la muteina sobre la proliferacién de
las poblaciones de linfocitos. a) Cuantificacion de los pesos relativos de los bazos de los
ratones tratados con la muteina durante cinco dias. Los pesos de los bazos de los ratones
tratados fueron estadisticamente superiores a los del grupo control. Se usé la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis y la prueba de comparaciones multiples de Dunn. b)
Medicion de la poblacion de linfocitos T CD8+, el grafico muestra los porcentajes de esta
poblacién.

Figura 5. La muteina es mas eficiente que la IL-2 nativa en la disminucién de metastasis
en el modelo de metastasis experimental de la linea de melanoma MB16F0. a) Fotos
representativas de los pulmones correspondientes a cada tratamiento. b) Cuantificacion
de las metastasis pulmonares en cada grupo.

Figura 6. La administracion de la muteina en combinacién con la vacuna OVA/VSSP
potencia el efecto antitumoral de esta vacuna. Los ratones portadores del tumor EG7
fueron tratados con la vacuna OVA/VSSP sola o en combinacién con la muteina. El
grafico muestra el crecimiento tumoral, el grupo tratado con la combinacién de la vacuna
y la muteina mostré una reduccién del tamano tumoral estadisticamente diferente del
grupo control.

EJEMPLOS

Ejemplo 1. Diseno de las muteinas de IL-2

Las muteinas fueron disefiadas computacionalmente, a partir de técnicas bioinforméticas,
usando como base la estructura reportada de la IL-2 humana en la base de datos PDB
(Protein Data Bank) y las secuencias aminoacidicas de la IL-2 en diversas especies que
estan disponibles en la base de datos Swissprot. Varias muteinas fueron disefiadas
incluyendo de 3 a 6 mutaciones (introduciendo sustituciones no conservativas de
aminoacidos) en residuos expuestos al solvente y fuertemente conservados en la
evolucion. Estas muteinas fueron expresadas en E.coli a partir de una construccion
gengtica en el vector pET28a incluyéndoles una secuencia identificadora de 6 histidinas
en el amino terminal. Las muteinas fueron purificadas por fase reversa (Figura 1)
obteniéndose con una elevada pureza (>95%). Las muteinas obtenidas fueron
seleccionadas a partir de sus propiedades en ensayos experimentales in vitro e in vivo
para mostrar las 3 propiedades basicas descritas en el cuerpo de esta invencién. De
todas la muteinas construidas en la Tabla 1 se describe un conjunto de mutaciones
especificas que tienen la propiedad deseada de ser agonistas de la actividad de la IL-2 sin
estimular sensiblemente a las células T reguladoras y mostrando una mayor eficacia
terapeutica que la IL-2 nativa en el tratamiento de tumores murinos trasplantables. La
Tabla 2 refiere otras de las muteinas construidas pero que no mostraron las propiedades
deseadas.
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Tabla 2: Muteinas construidas que no poseen las propiedades basicas descritas en esta

patente. Las mutaciones se refieren segun la numeracion de la IL-2 humana.

Mutaciones

Q22V, Q126A, 1129D, S130G

L18N, Q126Y, S130R

Q13Y, Q126Y, 1129D, S130R

L18N, Q22V, T123A, 1129D, S130R

R38A, F42A, Q126Y, 1129D

Q126Y, 1129D, E62L, E68V

Ejemplo 2. Demostracion del caracter agonista de las muteinas de IL-2 disefadas.

La Figura 2 ejemplifica como muteinas de las referidas en las Tabla 1 se unen a
componentes del receptor de IL-2 sobre la superficie de la linea celular CTLL2
(Figura.2a). Las muteinas construidas se unen a la células CTLL2, de la cual se conoce
posee en su superficie tanto receptores de alta afinidad como de afinidad intermedia para
la IL-2. La unidn detectada en nuestros ensayos resulta ser similar a lo obtenida con la IL-
2 nativa. La Figura 2b ilustra e.ntonces la capacidad de las muteinas dadas en la Tabla 1
de estimular el crecimiento de la linea celular CTLL2 (Figura. 2b). Estas muteinas resultan
ser agonistas parciales de la actividad de la IL-2 en este ensayo. La actividad especifica

de las mismas es entre 5 y 50 veces menor que la de la IL-2 nativa.

Ejemplo 3. Efecto de las muteinas de IL-2 sobre las células T reguladoras.

Las muteinas descritas en la Tablal muestran una capacidad muy reducida de estimular
células T reguladoras in vitro (Figura 3). Como se observa en esta Figura si bien la IL-2
nativa es capaz de hacer proliferar significativamente a las células T reguladoras (T
CD4+CD25+FoxP3+) al estimularlas con un anticuerpo anti-CD3 pegado al fondo de la
placa de cultivo. Las muteinas descritas en la Tabla 1 en concentraciones
significativamente superiores en masa a la de la IL-2 nativa no estimulan a las células T
reguladoras. Debe acotarse que los resultados antes descritos son validos incluso
aumentando la cantidad de muteina a usar de modo que se utilice aquella cantidad capaz
de mostrar una actividad equivalente a la IL-2 nativa en el ensayo de proliferacién con la
linea CTLL2. Las muteinas descritas en la Tabla 1 exhiben tipicamente una capacidad de
estimular las células T reguladoras al menos 1000 veces menor que la IL-2 nativa.
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Ejemplo 4. Caracterizacion de la actividad inmunoestimuladora in vivo de la
muteinas disenas.

Las muteinas descritas en la Tabla 1 muestran una capacidad immunoestimulatoria
aumentada in vivo. Las Figuras 4a,b muestran como las muteinas inducen una
esplenomegalia mayor a la de la IL2 nativa en ratones naive después del tratamiento por
cinco dias con dos dosis diarias intraperitoneales de 20 pg de la muteina. Esta
estimulacion correlaciona con un claro incremento de poblaciones efectoras, como los
linfocitos T CD8+. Como observacion relevante este tratamiento con muteinas no estimula
la expansion de las células T reguladoras (TCD4+CD25+FoxP3+) a diferencia de los

observado para la IL2 nativa (Figuras 4c,d).

Ejemplo 5. Medicidn de la eficacia terapéutica de las muteinas en un modelo murino
de tumores trasplantables.

Se demostré el incremento en la eficacia terapéutica de las muteinas disefiadas en un
modelo murino de tumores trasplantables. Las muteinas descritas en la Tablat muestran
una eficacia aumentada para el tratamiento de metastasis pulmonares inducidas en un
modelo de melanoma murino MB16. La Figura 5 muestra como el tratamiento por 5 dias
con dos dosis diarias intraperitoneales de 20ug de una de las muteinas de la Tabla 1
muestra un fuerte efecto antimetastasico, que no se observa en los grupos tratados de
igual forma y con igual dosis de IL-2 nativa.

Ejemplo 6. Medicion de la capacidad de las muteinas de potenciar el efecto de una
vacuna antitumoral.

Se demostr6 la capacidad de la muteina disefiada de potenciar el efecto antitumoral de
una vacuna. Se utilizé el modelo de tumor primario de la linea EG7, que es una linea
tumoral modificada para expresar el antigeno OVA. A los ratones portadores del tumor se
les inmunizo con el antigeno OVA adyuvado en VSSP solamente o en combinacién con la
muteina. La Figura 6 muestra que la disminucion del crecimiento tumoral fue mayor en el
grupo de ratones tratados con la combinacién de la vacuna y la muteina que en el grupo
tratado con la vacuna solamente.
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10.

11.

12.

13.

14.

15

16.

REIVINDICACIONES

Un poli-péptido agonista de la IL-2, caracterizado porque tiene hasta un 95 % de
homologia con la secuencia de la IL-2 nativa y donde dicho polipéptido es al menos
1000 veces menos efectivo para estimular in vitro y/o in vivo a las células T
reguladoras y muestra una mayor eficacia terapéutica in vivo.

El polipéptido de la reivindicacion 1 caracterizado porque comprende las
mutaciones R38K, F42l, Y45N, E62L, E68V.

El polipéptido de la reivindicacién 1 caracterizado porque comprende las
mutaciones R38K, F42Q, Y45E, E68V.

El polipeptido de la reivindicacién 1 caracterizado porque comprende las
mutaciones R38A, F42l, Y45N, E62L, E68V.

El polipéptido de la reivindicacién 1 caracterizado porque comprende las
mutaciones R38K, F42k, Y45R, E62L, E68V.

El polipéptido de la reivindicacién 1 caracterizado porque comprende las
mutaciones R38K, F42Q, Y45E, E68V.

El polipéptido de la reivindicacién 1 caracterizado porque comprende las
mutaciones R38A, F42A, Y45A, E62A.

Una proteina de fusion que comprende el polipéptido inmunomodulador de
cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 7, acoplado a una proteina
transportadora.

La proteina de fusién de la reivindicaciéon 8 caracterizada porque la proteina
transportadora es la Albimina.

La proteina de fusién reivindicacién 8 caracterizada porque la proteina
transportadora es la regidon Fc de las inmunoglobulinas humanas.

Una composicion farmacéutica Util en la terapia de céancer y enfermedades
infecciosas cronicas, caracterizada porque comprende como principio activo el
polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones dela1ala?7.

La composicion farmacéutica de la reivindicacion 11, caracterizada porque
comprende como principio activo uno o varios polipéptidos descritos en las
reivindicaciones de la 1 ala 7. :

Una composicion farmacéutica Util en la terapia de cancer y enfermedades
infecciosas cronicas, caracterizada porque comprende como principio activo la
proteina de fusidn descritas en cualquiera de las reivindicaciones de la 8 a la 10.

Uso de cualquiera de los polipéptidos de las reivindicaciones de la 1 a la 7 para
el tratamiento directo de tumores malignos en sustitucion de la IL-2 nativa.

Uso de cualquiera de los polipéptidos de las reivindicaciones de la 1 a la 7 para
potenciar la respuesta celular y/o humoral a vacunas en sustitucién de la IL2 nativa.

Uso segln reivindicacion 15 cuando la vacuna a potenciar es una vacuna
terapéutica para cancer.
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28.

Uso segun reivindicacion 15 cuando la vacuna a potenciar es una vacuna para
enfermedades infecciosas donde las células T reguladoras son relevantes.

El polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 7 para la
manufactura de un medicamento Util en la terapia de enfermedades crénicas.

El polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 7 para la
manufactura de un medicamento (til en la terapia del céncer.

El polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 7 para la
manufactura de un medicamento Gtil en la terapia de enfermedades infecciosas
cronicas.

Uso del polipeptido de cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 11 para la
terapia de enfermedades crdnicas.

Uso del polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 11 para la
terapia de cancer.

Uso del polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 11 para la
terapia de enfermedades infecciosas crdnicas.

Uso de la proteina de fusion de cualquiera de las reivindicaciones de la8 ala 10
para la terapia de enfermedades crénicas.

Uso de la proteina de fusion de cualquiera de las reivindicaciones de la 8 ala 10
para la terapia de cancer. ,

Uso de la proteina de fusién de cualquiera de las reivindicaciones de la 8 a la 10
para la terapia de enfermedades crénicas.

El polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 7 para la
manufactura de un medicamento que modula el sistema inmune.

El polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 7 y sus
aplicaciones cuando.se introducen nuevas mutaciones que incrementan su afinidad
de unidn a los diferentes componentes del receptor de IL-2.

12
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RESUMEN

La presente invencion se refiere a polipéptidos que comparten secuencia primaria con la
IL-2 humana, excepto porque varios aminodcidos han sido mutados. Las mutaciones
introducidas reducen sustancialmente la capacidad de estos polipéptidos para estimular in
vitro e in vivo a las células T reguladoras (T CD4+CD25+FoxP3+) y le confieren una
mayor eficacia en la terapia de tumores trasplantables murinos. Ademas, las aplicaciones
terapeuticas de estas variantes, solas o en combinacién con vacunas, para la terapia de
enfermedades como el cancer o infecciones donde la actividad de las células T
reguladoras (Tregs) es relevante. En otro aspecto la presente invencidn se relaciona con
las composiciones farmacéuticas que comprenden como principio activo los polipéptidos
divulgados. Por dltimo, la presente invencién se relaciona con el uso terapéutico de los
polipéptidos y composiciones farmacéuticas divulgados dado su efecto modulador del

sistema inmune sobre patologias como cancer y enfermedades infecciosas crénicas.
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<120> Polipéptidos derivados de la IL-2 con actividad agonista y mayor
eficacia para la terapia del céncer e infecciones croénicas.

<130> 402010Cu00

<140> cCu/p/2010/216
<141> 2010-11-12

<160> 6

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1
<211> 133
<212> PRT
<213> E. coli
<400> 1

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

Leu Leu Leu Asp Leu GIn Met Ile Leu Asn Gly ITe Asn Asn Tyr Lys
20 25 - - 30

Asn Pro Lys Leu Thr Lys Met Leu Thr ITe Lys Phe Asn Met Pro Lys

Lys gga Thr Glu Leu Lys gés Leu Gln Cys Leu ggu Glu Leu Leu Lys

Pro Leu Glu val val Leu Asn Leu Ala GIn Ser Lys Asn Phe His Leu
65 70 755X 80

Arg Pro Arg Asp Lgu ITe Ser Asn Ile Asn val Ile val Leu G;u Leu
8 90 9

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

Thr Ile val Glu Phe Leu Asn Arg Trp Ile Thr Phe Ser Gln Ser Ile
115 120 25

Ile Ser Thr Leu Thr
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<210> 2
<211> 133
<212> PRT

<213> E. coli
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<400>

2

Ala Pro Thr Ser
1

Leu

Asn

Lys

Pro

65

Arg

Lys

Thr

Ile

Leu

Pro

Ala

50

Leu

Pro

Gly

Ile

Ser
130

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

<400>

Leu Asp
20

Lys Leu

Thr Glu

Glu val

Arg Asp

Ser Glu
100

val Glu
115

Thr Leu

3

133

PRT

E. coli
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Ala Pro Thr Ser
1

Leu Leu Leu Asp

Asn

Lys

Pro

Pro

Ala

Leu

20

Lys Leu
35
Thr Glu

Glu val

Ser

Leu

Thr

Leu

val

Leu

85

Thr

Phe

Thr

sSer

Leu

Thr

Leu

val

Ser

Gln

Lys

Lys

Leu

70

Thr

Leu

ser

Gln

Ala

Lys

Leu

Thr

Met

Met

His

55

Asn

Ser

Phe

Asn

Thr

Met

Met

His

55

Asn

Lys

Ile

Leu

40

Leu

Leu

Asn

Met

Lys

Ile

Leu

40

Leu

Leu
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Lys

Leu

25

Thr

Gln

Ala

Ile

Thr
10

Asn
Gln
Cys

Gln

Asn

90

Cys
105

Trp

Lys

Leu

25

Thr

Gln

Ala

Glu

Thr
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Asn

Ile

Cys

Gln

GIn Leu Gln

Gly

Lys

Leu

ser
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val

Tyr

Thr

Gln
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Lys

Leu
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Ile
Phe
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60

Lys

Ala

PHe

Leu
Ile
Phe
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60

Lys
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val
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Asn
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Glu

Asn

Leu

Asn
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Met

Glu

Phe

Leu

Glu

110

Gln

Leu

Asn
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Met

Leu

Phe

Glu

15

Tyr

Pro

Leu

His
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Thr

Ser
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TYr

Pro

Leu
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Lys

Leu
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Leu

Ala
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LXS
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Arg Pro Arg Asp

Lys Gly Ser Glu
100

Thr I1e val Glu
115

Ile Ser Thr Leu
130

<210> 4
@21 133

<212> PRT
<213> E. coli
<400> 4

Ala Pro Thr Ser
1

Leu Leu Leu Asp
20

Asn Pro Lys Leu
35

Lys Ala Thr Glu
50

.Pro Leu Glu val
65

Arg Pro Arg Asp

Lys Gly Ser Glu
100

Thr Ile val Glu
115

Ile Ser Thr Leu
130

<210> 5

Leu

85

Thr

Phe

Thr

ser

Leu

Thr

Leu

val

Leu

85

Thr

Phe

Thr

70

Ile Ser Asn
Thr Phe Met

Leu Asn Arg
1

Ser Thr Lys
Gln Met Ile

Lys Met Leu
40

Lys His Leu
55

Leu Asn Leu

70

ITe Ser Asn

Thr pPhe Met

Leu Asn Arg
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Ile

Lys
Leu
25

Thr
Gln

Ala

Ile

Asnh val Ile

Glu Tyr Ala

Ile Thr phe

Thr Gln Leu
10

Asn Gly Ile

Lys Lys Phe

Cys Leu Glu
60

Gln Ser Lys
75

Asn val Ile
90
Glu Tyr Ala

ITe Thr Phe

Pagina 3

val

Asp

Ser
125

Gln

Asn

Arg

45

Glu

Asn

val

Asp

Ser
125

Leu

Glu

110

Gln

Leu

Asn

30

Met

Leu

Phe

Leu

Glu

110

Gln

Glu
95

51

80

Leu

Thr Ala

ser

Glu

15

TYr

Pro

Leu

His

Glu

95

Thr

Ser

Ile

His

Lys

Lys

Lys

Leu

80

Leu

Ala

Ile



<211>
<212>
<213>

<400>

133
PRT

E. coli

5

Ala Pro Thr Ser

1

Leu Leu
Asn Pro

Lys ?&a
@

Pro Leu
65

Arg Pro
Lys Gly
Thr Ile

Ile ser
130

@-..0.

<211>
<212>
<213>

<400>

Leu

Lys
35

Thr

Glu

Arg

Ser

val

115

Thr

6
133
PRT

AsSp

20

Leu

Glu

val

Asp

Glu

100

Glu

Leu

E. coli

6

Ala Pro Thr Ser
1

Leu Leu Leu Asp

20

Asn Pro Lys Leu
35

Lys Ala Thr Glu

50

Ser

Leu

Thr

Leu

val

Leu

85

Thr

Phe

Thr

ser

Leu

Thr

Leu

Ser

Gln

Lys

Lys

Leu

70

Ile

Thr

Leu

Ser

Gln

Ala

Lys

Thr

Met

Met

His

55

Asn

Ser

Phe

Asn

Thr

Met

Met

His
55

Lys

Ile

Leu

40

Leu

Leu

Asn

Met

Arg
120

Lys

Ile

Leu

40

Leu

Lys

Leu

25

Thr

Gln

Ala

Ile

Lys
Leu
25

Thr

Gln
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Thr Gln Leu
10

Asn Gly Ile
Ile Lys Phe

Cys Leu Glu
60

GIn Ser Lys
75

Asn val Ile
90

Glu Tyr Ala

Ile Thr pPhe

Thr GIn Leu
10

Asn Gly Ile
Ala Lys Phe

Cys Leu Glu
60
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Gln

Asn

Glu

45

Glu

AsSn

val

ASp

ser
125

Gln

Asn

Ala

45

Glu

Leu

Asn

30

Met

Glu

Phe

Leu

Glu

110

Gln

Leu

Asn

30

Met

Ala

Glu

15

Tyr

Pro

Leu

His

Glu

95

Thr

sSer

Glu

i

Tyr

Pro

Leu

His

Lys

Lys

Lys

Leu

80

Leu

Ala

Ile

His

Lys

Lys

Lys

51/
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65

Arg

Lys

Thr

Ile

Leu

Pro

Gly

Ile

ser
130

Glu

Arg

ser

val

115

Thr
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Glu val Leu Asn Leu Ala GIn Ser Lys Asn Phe His Leu
70

Asp Leu Ile Ser Asn Ile Asn val Ile val Leu Glu Leu
85 90 95

Glu Thr Thr Phe Met Cys Glu Tyr Ala Asp Glu Thr Ala
100 105 110

Glu Phe Leu Asn Arg Trp Ile Thr Phe Ser Gln Ser Ile
12 125

Leu Thr
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1. Un poli-péptido agonista de la IL-2, caracterizado porque tiene hasta un 95 % de homologia con la secuencia de la IL-2
nativa y donde dicho polipéptido es al menos 1000 veces menos efectivo para estimular in vitro y/o in vivo a las células T
reguladoras y muestra una mayor eficacia terapéutica in vivo.

2. El polipéptido de Ia reivindicacion 1 caracterizado porque comprende las mutaciones R38K, F421, Y45N, E62L, EG8VY.

3. Elpolipéptido de la reivindicacion 1 caracterizado porque comprende las mutaciones R38K, F42Q, Y45E, E68V.
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8. Una proteina de fusion que comprende el polipéptido inmunomodulador de cualquiera de las reivindicaciones de la 1 ala 7,
acoplado a una proteina transportadora.

9. Laproteina de fusion de la reivindicacion 8 caracterizada porque la proteina transportadora es la Albimina.

10. La proteina de fusion reivindicacion 8 caracterizada porque la proteina transportadora es la region Fc de las
inmunoglobulinas humanas.

11. Una composicion farmacéutica Gtil en la terapia de cancer y enfermedades infecciosas cronicas, caracterizada porque
comprende como principio activo el polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones de la 1 ala 7.

12. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 11, caracterizada porque comprende como principio activo uno o varios
polipéptidos descritos en las reivindicaciones dela1ala 7.

13. Una composicién farmacéutica til en la terapia de cancer y enfermedades infecciosas cronicas, caracterizada porque
comprende como principio activo la proteina de fusion descritas en cualquiera de las reivindicaciones de la 8 ala 10....
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