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REIVINDICACIONES

1. Subunidad polipeptidica de una sola cadena aislada que comprende: un dominio
de Fc de IgG; un dominio de multimerizacién funcional; y un dominio de unién a
receptor de un ligando de receptor de TNF inducido por glucocorticoides (GITRL), en
la que la subunidad polipeptidica puede autoensamblarse para dar una proteina trimérica

o0 una hexamérica.

2. Subunidad polipeptidica segun la reivindicacion 1, en la que el dominio de

multimerizacidén es un dominio de trimetizacion.

3. Subunidad polipeptidica segun la reivindicaciéon 1 6 2 que comprende, desde el
extremo amino terminal hasta el extremo carboxilo terminal, el dominio de Fc de IgG,
seguido por el dominio de multimerizacién o de trimerizacion, seguido por el dominio

de unioén a receptor de GITRL.

4. Subunidad polipeptidica segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la
que el extremo carboxilo terminal del dominio de Fc de IgG se fusiona con el extremo
amino terminal del dominio de multimerizacién o de trimerizacién por medio de una

primera regién de ligador.

5. Subunidad polipeptidica segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la
que el extremo carboxilo terminal del dominio de multimerizacién o de trimerizacion se
fusiona con el extremo amino terminal del dominio de unién a receptor de GITRL por

medio de una segunda regioén de ligador.

6.  Subunidad polipeptidica segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la
que el extremo carboxilo terminal del dominio de Fc de IgG se fusiona directamente con

el extremo amino terminal del dominio de multimerizacién o de trimerizacion.



7. Subunidad polipeptidica segun la reivindicacién 5 6 6, en la que el dominio de Fc

de IgG incluye una region de bisagra de IgG en su extremo amino terminal.

8. Subunidad polipeptidica segun la reivindicacién 7, en la que la region de bisagra de
IgG comprende una regiéon de bisagra de IgG1, una region de bisagra de IgG4, o

variantes de las mismas.

9. Subunidad polipeptidica segtn la reivindicacién 8, en la que la region de bisagra de
IgG4 tiene una mutaciéon de serina a prolina en la posicion 228 (S228P) segun la
numeracion EU (IgG4P).

10.  Subunidad polipeptidica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en la

que el dominio de Fc de IgG es un dominio de Fc de IgG humano.

11.  Subunidad polipeptidica segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a4 0a 6 a
9, en la que el extremo carboxilo terminal del dominio de multimerizacién o de
trimerizacidon se fusiona directamente al extremo amino terminal del dominio de union

a receptor de GITRL.

12.  Subunidad polipeptidica segiin una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 11, en la
que la primera region de ligador, la segunda region de ligador, o las regiones de ligador
primera y segunda, cuando estan presentes, se seleccionan independientemente de un
grupo que consiste en una region de ligador que contiene un motivo (Glys)n, un motivo
(GlySer)n (SEQ ID NO: 19), un motivo Ser(Gly,Ser)n (SEQ ID NO: 22),
GGGGSGGGGSGGGGSAL (SEQ ID NO: 23), GGGGSGGGGSGGGGSA (SEQ
ID NO: 24), y combinaciones de los mismos, en los que n es un nimero entero positivo

seleccionado del grupo que consiste en 1, 2,3, 4,5, 6,7, 8,9 y 10.

13.  Subunidad polipeptidica segtn la reivindicacién 12, en la que las regiones de ligador
primera y segunda se seleccionan independientemente de un grupo que consiste en
GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 25), y GGGGSGGGGSGGGG (SEQ ID
NO: 20).



14.  Subunidad polipeptidica segin la reivindicaciéon 12 o la reivindicacion 13, en la que
la primera region de ligador es GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS (SEQ 1D
NO: 20) y la segunda region de ligador es un motivo (Glyy).

15.  Subunidad polipeptidica segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en la
que el dominio de Fc de IgG comprende un dominio de Fc de IgG1, IgG2, IeG3, IgG4,

IG4P, o variantes de los mismos.

16.  Subunidad polipeptidica segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, en la
que el dominio de Fc de IgG contiene una o mas sustituciones de residuos de aminoacido
seleccionadas del grupo que consiste en 252Y, 254T, 256E, y combinaciones de las

mismas, en la que los residuos se numeran segin la numeraciéon EU.

17.  Subunidad polipeptidica segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, en la

que el dominio de Fc de IgG comprende una region CH2.

18.  Subunidad polipeptidica segin la reivindicaciéon 17, en la que el dominio de Fc de

IgG comprende ademas una region CH3.

19.  Subunidad polipeptidica segin la reivindicacién 18, en la que el dominio de Fc de
IgG comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21.

20.  Subunidad polipeptidica segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19, en la
que el dominio de trimerizacién comprende un dominio de una hélice alfa

superenrollada, un dominio en cremallera de leucina, o una combinacién de los mismos.

21. Subunidad polipeptidica segun la reivindicacion 20, en la que el dominio de
trimerizacion se deriva de matrilina 1, coronina 1la, cinasa de distrofia miotonica

(DMPK), langerina, o una combinacion de las mismas.

22.  Subunidad polipeptidica segin la reivindicacién 21, en la que el dominio de

trimerizacion se deriva de matrilina 1 o coronina 1a.



23.  Subunidad polipeptidica segun la reivindicacion 22, en la que el dominio de

trimerizaciéon se deriva de coronina 1a.

24.  Subunidad polipeptidica segun la reivindicacion 23, en la que el dominio de
trimerizacién de coronina la comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
11.

25.  Subunidad polipeptidica segun la reivindicacién 23, en la que el dominio de

trimerizacion comprende un dominio de trimerizacion de coronina 1a de SEQ ID NO:
10.

26. Subunidad polipeptidica segin la reivindicacion 23, en la que el dominio de
trimerizacion de coronina la comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
11, SEQ ID N°: 12, SEQ ID N°: 13, SEQ ID N°: 14, SEQ ID N°: 15, SEQ ID N*: 16,
SEQ ID N°: 17, SEQ ID N°: 18, o cualquier combinacién de las mismas.

27. Subunidad polipeptidica segun la reivindicacién 21, en la que el dominio de
trimerizacion comprende un dominio de trimerizacion de DMPK que tiene una
identidad de secuencia de al menos el 80%, al menos el 85%, al menos el 90%, al menos
el 95% o al menos el 99% con SEQ ID NO: 30.

28. Subunidad polipeptidica segun la reivindicacién 21, en la que el dominio de
trimerizaciéon comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 28, SEQ ID N°:
29, SEQ ID N°: 30, SEQ ID N°: 31, SEQ ID N°: 32 o SEQ ID N°: 33.

29.  Subunidad polipeptidica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 28, en la que
el dominio de unién a receptor de GITRL comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 35.

30. Subunidad polipeptidica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 28, en la
que el dominio de unién a receptor de GITRL comprende la secuencia de aminoacidos

de SEQ ID NO: 35 en la que el residuo 161 es un residuo de aspartilo.



31. Subunidad polipeptidica segun la reivindicacién 30, en la que el dominio de uniéon
a receptor de GITRL comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 36.

32.  Subunidad polipeptidica segun la reivindicacion 31, en la que el dominio de unién
a receptor de GITRL comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 37.

33.  Subunidad polipeptidica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 32, en la
que una proteina hexamérica ensamblada a partir de seis de las subunidades

polipeptidicas puede unirse especificamente a GITR humano.

34.  Subunidad polipeptidica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 33, que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6.

35.  Subunidad polipeptidica segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 34, en la

que la subunidad tiene actividad agonista.

36. Subunidad polipeptidica segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 35, que

comprende ademas un agente heterélogo asociado.

37. Subunidad polipeptidica segtn la reivindicacion 36, en la que el agente heterélogo
es un polipéptido heterdlogo y se fusiona a la subunidad polipeptidica mediante un

enlace peptidico.

38.  Subunidad polipeptidica segin la reivindicacion 37, en la que el polipéptido
heterdlogo se fusiona con el extremo N-terminal del dominio de Fc de IgG, se fusiona
con el extremo C-terminal del dominio de unién a receptor de GITRL, se fusiona con
el extremo C-terminal del dominio de Fc de IgG y con el extremo N-terminal del
dominio de trimerizacién, o se fusiona con el extremo C-terminal del dominio de

trimerizacioén y con el extremo N-terminal del dominio de unién a receptor de GITRL.

39. Subunidad polipeptidica segin la reivindicacion 36, en la que el agente heterélogo

esta quimicamente conjugado a la subunidad polipeptidica.



40. Proteina trimérica que comprende tres subunidades polipeptidicas segun una

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 39.

41. Proteina hexamérica que comprende seis subunidades polipeptidicas segin una

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 39.

42. Proteina hexamérica segun la reivindicacion 41, que puede unirse especificamente
a receptor de TNF inducido por glucocorticoides (GITR) tal como se expresa en células
T CD4" o0 CD8*, células B o células NK.

43. Proteina hexamérica segin la reivindicacion 42, en la que las células B o células T

CD4" o CD8" se exponen a antigeno.

44.  Proteina hexamérica segun la reivindicacion 42, en donde las células NK se activan.

45.  Proteina hexamérica segin la reivindicacién 42, en donde las células T CD4" o

CD8", células B o células NK son de ser humano o un primate no humano.

46. Proteina hexamérica segin la reivindicacién 45, en donde el primate no humano

es un mono cynomolgus o un mono rhesus.

47. Proteina hexamérica segun la reivindicacion 42, que puede unirse especificamente
a GITR tal como se expresa en células T CD4* o CD8" primarias de ser humano, o un
primate no humano, opcionalmente, un mono cynomolgus, un mono rhesus, o cualquier

combinacién de los mismos.

48. Proteina hexamérica segiin una cualquiera de las reivindicaciones 42 6 43, en la que

las células T CD4" o CD8" se exponen a antigeno.

49. Proteina hexamérica segin la reivindicacion 41 o la reivindicacion 48, en la que la
afinidad de unién por GITR humano es de aproximadamente 54 nM a aproximadamente

111 nM tal como se mide mediante ensayo de exclusién cinética.



50. Proteina hexamérica segun la reivindicacion 49, en la que la afinidad de unién es
de aproximadamente 82 nM tal como se mide en un ensayo de exclusién cinética
(KinExA).

51. Proteina hexamérica segin una cualquiera de las reivindicaciones 41 a 50, que
puede inducir proliferacién dependiente de la dosis y liberacion de citocinas dependiente

de la dosis a partir de células inmunitarias positivas para GITR.

52. Proteina hexamérica segun la reivindicacion 51, en la que las células inmunitarias

positivas para GITR son células T en un ensayo basado en placa.

53. Proteina hexamérica segiin una cualquiera de las reivindicaciones 42 a 52, en la que

las células son células CD4", CD8", NK o B.

54.  Proteina hexamérica segin una cualquiera de las reivindicaciones 51 a 53, en la que
las células inmunitarias positivas para GITR, células T, CD4*, CD8" o células B se

exponen a antigeno y/o las células NK se activan.

55. Proteina hexamérica segin la reivindicaciéon 51, en la que la citocina es IFNy,
TNFa, IL-5, IL-10, IL-2, 11.-4, I11.-13, 1L-8, IL-12 p70, IL-18, o cualquier combinacién

de las mismas.

56. Polinucleétido que comprende un acido nucleico que codifica la subunidad
polipeptidica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 39, o la proteina

hexamérica segiin una cualquiera de las reivindicaciones 41 a 55.

57.  Polinucleétido segin la reivindicacion 56, en el que el polinucleétido comprende
ademas una secuencia de acido nucleico que codifica un péptido sefial que esta

operativamente unido a la subunidad polipeptidica.

58. Polinucleétido segun la reivindicacion 57, en el que el acido nucleico que codifica
el péptido sefial esta operativamente unido a un acido nucleico que codifica el extremo

amino-terminal del dominio de Fc de IgG de la subunidad polipeptidica.



59. Polinucleétido segun la reivindicacion 56, que comprende SEQ ID NO: 5.

60. Vector que comprende el polinucledtido segin una cualquiera de las

reivindicaciones 56 a 59.

61. Célula huésped que comprende el polinucledtido segin una cualquiera de las

reivindicaciones 56 a la reivindicacién 59 o el vector segin la reivindicacién 60.

62. Mcétodo de produccién de la subunidad polipeptidica segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 39 o la proteina hexamérica segin una cualquiera de las
reivindicaciones 41 a 55, que comprende cultivar la célula huésped segun la
reivindicaciéon 61 en condiciones en las que se expresa la subunidad polipeptidica o la
proteina hexamérica codificada por el polinucleétido o vector, y recuperar la subunidad

polipeptidica o la proteina hexamérica.

63.  Método para promover la supetrvivencia o proliferacion de células NK y/o células
T expuestas a antigeno, que comprende poner en contacto las células NK y/o células T
expuestas a antigeno con la proteina hexamérica segun una cualquiera de las
reivindicaciones 41 a 55, en el que la proteina hexamérica puede unirse especificamente
a GITR en la supetficie de las células T'y/o células NK.

64. M¢étodo de induccién de la liberacion de citocinas a partir de células inmunitarias
que expresan GITR activado, que comprende poner en contacto estas células con la
proteina hexamérica segun una cualquiera de las reivindicaciones 41 a 55, en el que la
proteina hexamérica puede unirse especificamente a GITR en la superficie de estas

células.

65. Método segun la reivindicacion 64, en el que la citocina es IFNy, TNFa«, IL-10,

GM-CSF, o cualquier combinacién de los mismos.

66. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 64 o 65, en el que las células
inmunitarias que expresan GITR son células T CD4" expuestas a antigeno, células T

CDS8* expuestas a antigeno, células NK activadas o una combinacién de las mismas.
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67. Método segin una cualquiera de las reivindicaciones 63 a 66, en el que las células
NK activadas, células T CD4" expuestas a antigeno o CD8" expuestas a antigeno son
células NK| células T CD4" o CD8" humanas, células NK, células T' CD4* o CD8" de
mono cynomolgus, células NK, células T CD4" o CD8" de mono rhesus, o una

combinacién de las mismas.

68. Método de promocion de la activacion de células T o células NK, que comprende
poner en contacto células T o células NK con la proteina hexamérica segin una
cualquiera de las reivindicaciones 41 a 55, en el que la proteina hexamérica puede unirse

especificamente a GITR en la superficie de las células T o células NK.

09. Meétodo segin la reivindicacion 68, que comprende ademas la reticulacion de la
) >
proteina hexamérica a través de la interaccion del dominio de Fc con una célula que

expresa FcyR.

70. Método segun la reivindicacion 69, en el que la célula que expresa FcyR es una
células B, un monocito, un macréfago, una célula mieloide o una célula dendritica
plasmacitoide, una célula dendritica folicular, una célula de Langerhans, una célula
endotelial, una célula NK, un neutréfilo, un eosinéfilo, una plaqueta, un mastocito, una
célula CD45" procedente de un tumor humano primario o un ganglio drenante o no
drenante de tumor, una célula CD45" procedente de otras estructuras linfoides

secundarias o terciarias, 0 una combinacién de los mismos.

71.  Método seguin una cualquiera de las reivindicaciones 68 a 70, en el que la activacion
de células NK o células T puede medirse a través de la estimulaciéon de la ruta de
transduccion de sefiales de NFxB o MAPK.

72.  Método segin una cualquiera de las reivindicaciones 68 a 71, en el que las células
NK o T son células NK células T CD4" expuestas a antigeno, células T CD8™ expuestas

a antigeno activadas, o una combinacién de las mismas.

73.  Método segun la reivindicacién 72, en el que las células NK, células T CD4" o
CD8+ son células NK, células T CD4" o CD8+ humanas pirmarias, células NK, células



T CD4" o CD8+ de mono cynomolgus, células NK, células T CD4* o CD8+ de mono

rhesus, o una combinacién de las mismas.



