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PROTEINAS DE FUSION DE INTERLEUCINA 2/RECEPTOR DE

INTERLEUCINA-2 ALFA Y METODOS DE USO

Campo de la Invencidén

La materia objeto descrita actualmente se refiere en
general a métodos y composiciones para modular la respuesta
inmune que emplea una proteina de fusidén de interleucina-
2/receptor de interleucina-2 alfa.

Antecedentes de la Invencidn

La interleucina-2 (IL-2) es un producto bioldgico
que se ha wutilizado en los intentos de aumentar 1la
respuesta inmune en pacientes con céancer y VIH/AID. Mas
recientemente dosis mas bajas de IL-2 se han utilizado
para aumentar selectivamente la tolerancia para suprimir
las respuestas inmunes no deseadas asociadas con el
ataque autoinmune de los propios tejidos. Es importante
destacar que estas dosis bajas de IL-2 no han mostrado
ningin signo de mejora o re-activaciédn de las células T
autorreactivas. Sin embargo, IL-2 tiene inconvenientes
importantes como un agente terapéutico, incluyendo una
semivida muy corta in vivo, lo que limita su eficacia vy
toxicidad a dosis altas. Por estas razones se necesitan
nuevos tratamientos bioldégicos de IL-2 que tengan
farmacocinética mejorada y durabilidad de las respuestas

de uso.
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Sumario de la Invenciébn

Se proporcionan varios métodos y composiciones que se
pueden emplear para modular el sistema inmune. Las
composiciones incluyen una proteina de fusidén que comprende:
(a) un primer polipéptido que comprende interleucina-2 (IL-2)
o una variante funcional o fragmento de la misma; y (b) un
segundo polipéptido, fusionado en el marco de lectura al
primer polipéptido, en donde el segundo polipéptido comprende
un dominio extracelular del receptor de interleucina 2 alfa
(IL-2Ra) o una variante funcional o fragmento del mismo, y en
donde la proteina de fusidén tiene actividad IL-2.

Se proporcionan varios métodos para disminuir la
respuesta inmune en un sujeto, gque comprende administrar a un
sujeto en necesidad de una disminucidén en la respuesta inmune
una cantidad terapéuticamente eficaz de la proteina de fusidn
de IL-2/IL-2Ra descrita en este documento.

Se proporcionan ademéas métodos para aumentar la
respuesta inmune en un sujeto que comprende administrar a un
sujeto en necesidad de un aumento en la respuesta inmune una
cantidad terapéuticamente eficaz de la proteina de fusidén de
IL-2/IL-2Ra descrita en este documento. Se proporcionan
ademds métodos para aumentar la actividad de las células
reguladoras T.

Los métodos adicionales que incluyen mejorar la

inmunogenicidad de una vacuna o la superacién de una
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respuesta inmune suprimida a una vacuna en un sujeto, dJue
comprende: (a) administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente eficaz de la proteina de fusidén de IL-2/IL-
2Ra descrita en este documento; y, (b) administrar al sujeto
una vacuna, en donde la proteina de fusidn aumenta la
inmunogenicidad de la vacuna o supera la respuesta inmune
suprimida a la vacuna.

Breve Descripcidén de las Fiquras

La Fig. 1 proporciona un esquema de una proteina de

fusién de IL-2/IL-2Ra, en donde el péptido L = lider, LK =

regién de enlace, G = glicina, H = histidina, y T = coddbédn de
terminacidn.
Las Figs. 2A vy 2B proporcionan las secuencias de

proteinas deducidas de los ejemplos no limitantes de
proteinas de fusién de IL-2/IL-2Ra. La Fig. 2A proporciona
las secuencias de ©proteinas deducidas de ejemplos no
limitantes de proteinas de fusidén de IL-2/IL-2Ra de ratdn.
Las secuencias de IL-2/IL-2Ra de ratdén se muestran por encima
y por debajo, respectivamente, de las proteinas de fusidén. La
secuencia indicada como IL-2 se establece en la SEC ID NO: 3;
la secuencia indicada como IL-2-(G4S)4-IL-2Ra se establece en
la SEC ID NO: 54; la secuencia indicada como IL-2-(G4S)5-IL-
2R se establece en la SEC ID NO: 55; la secuencia indicada
como IL-2-(G3S)4-IL-2Ra se establece en la SEC ID NO: 56; la

secuencia indicada como IL-2-(G3S)3-IL-2Ra se establece en la
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SEC ID NO: 57; vy el dominio extracelular de IL-2Ra se
establece en la SEC ID NO: 10. La Fig. 2B proporciona las
secuencias de proteinas deducidas de ejemplos no limitantes
de proteinas de fusidén de IL-2/IL-2Rax de humano. Las
secuencias de IL-2 y IL-2Ra de humano se muestran arriba vy
mas adelante, respectivamente, de las proteinas de fusidén. La
secuencia indicada como IL-2 se establece en la SEC ID NO: 1;
la secuencia indicada como IL-2-(G3S)2-IL-2Ra se establece en
la SEC ID NO: 58; la secuencia indicada como IL-2-(G3S)3-IL-
2Ro se establece en la SEC ID NO: 59; la secuencia indicada
como IL-2-(G3S)4-IL-2Ra se establece en la SEC ID NO: 60; la
secuencia indicada como IL-2-(G4S)4-IL-2Ra se establece en la
SEC ID NO: 61; y el dominio extracelular de IL-2Ra se
establece en la SEC ID NO: 7.

Las Figuras 3A y 3B muestran la biocactividad de las
proteinas de fusién de IL-2/IL-2Ra. Las células COS-7 se
transfectaron con los ADNc de fusién de IL-2/IL-2Ra con los
enlazadores indicados. Los sobrenadantes de estas células se
cultivaron con blastos de células T activadas con anti-CD3
para evaluar la actividad de 1IL-2. (fig. 3A) respuestas
proliferativas de los blastos T después de diluciones de las
proteinas de fusién indicadas. (fig. 3B) Efecto de anti-IL-2
en la proliferacién estimulada por wuna dilucidén 1:2 del
sobrenadante de cultivo que contiene las proteinas de fusiodn

indicadas.
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Las Figs. 4A y 4B muestran la actividad de las proteinas
de fusidén de IL-2/IL-2Ra purificadas. Los sobrenadantes de
células CHO transfectadas se utilizaron para purificar IL-
2/(G3S)3/IL-2Ra e IL-2/(GlysSer),/IL-2Ra por cromatografia de
afinidad a base de niquel para la etiqueta 6x-His. (fig. 4A)
la medicidén de la bioactividad de IL-2 por la proliferacidn
de blastos de células T anti-CD3 con la proteina de fusidn
purificada indicada. (fig. 4B) El1 efecto de cada proteina de
fusidén purificada para inhibir la unién de PC61 y anticuerpos
monoclonales 7D4 anti-IL-2Ra, dirigidos al sitio de unidn sin
ligando, a blastos de células T activadas con anti-CD3.

La Fig. 5 muestra que un anticuerpo monoclonal anti-IL-
2R que se dirige al sitio de unidén de IL-2 de IL-2Ra no
puede unirse a la proteina de fusidén de IL-2/IL-2Ra. Las
proteinas de fusidén purificadas con enlaces variables, como
se indica, se incubaron primero con el anticuerpo monoclonal
3C7 anti-IL-2Ra, dirigido al sitio de unién del ligando de
IL-2Ra o el anticuerpo monoclonal 7D4, dirigido a un sitio de
unién sin ligando de IL-2Ra. La capacidad de 3C7 o 7D4 para
unirse a la superficie celular de IL-2Ra se evalud utilizando
células EL4 transfectadas con IL-2Ra.

Las Figuras 6A y 6B muestran las propiedades bioquimicas
de IL-2/IL-2Ra purificada. (fig. 6A) IL-2/IL-2Ra purificada
se sometidé6 a SDS-PAGE bajo condiciones reductoras y no

reductoras; IL-2/IL-2Ra se visualizd mediante analisis de



10

15

20

25

Western blot mediante el sondeo con un anticuerpo dirigido a
la etiqueta 6x-His de la proteina de fusién. (fig. 6B) La
cantidad indicada de IL-2/(GlysSer)s3/IL-2Ra purificada se
sometié a SDS-PAGE Dbajo condiciones reductoras seguido por
tincién con azul de Coomassie.

La figura 7 muestra el efecto de la proteina de fusidn
de IL-2/IL-2Ra sobre la transduccidén de sefial dependiente de
IL-2 in vivo. Los ratones C57BL/6 recibieron wuna sola
inyeccidén i.p. de IL-2/(G3S)3/IL-2Ra (4000 wunidades de la
actividad de IL-2) y los niveles de pSTAT5 en las poblaciones
de células de bazo indicadas fueron evaluadas inmediatamente.
Los niveles pSTATS se determinaron 0.5 hr después de 1la
inyeccién de la proteina de fusién de IL-2/IL-2Ra. Para las
células T CD4*%, las células fueron reguladas a células Treg
Foxp3*™ excluidas

Las Figs. 8A - 8D muestran el efecto de la proteina de
fusidén de IL-2/IL-2Ra en células Tregs in vivo. Los ratones
NOD fueron inyectados i.p. 3 veces (dias 1, 3, 5) con 1la
cantidad indicada de la actividad de IL-2 asociada con IL-
2/ (G3S)3/IL-2Ra. E1 efecto sobre las Tregs se evalud para el
bazo, los ganglios 1linfaticos pancreaticos (PLN) y el
pancreas 24 horas después de la ultima inyeccidédn. Se evalubd
la proporcién de Tregs en las células T CD4*; la intensidad
fluorescente promedio (MFI) para la expresidédn de CD25 por

Tregs después de la normalizacidédn a la expresidédn de CD25 por
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Tregs de los ratones tratados con el control; el estado de
proliferacidén de Tregs como es evaluado por la expresidn del
marcador proliferativo Kie7; y el % de Tregs gue expresa
Klrgl, gque marca una subpoblacidén terminalmente diferenciada
dependiente de IL-2.

La Fig. 9 muestra la comparacidédn de 1la proteina de
fusién de IL-2/IL-2Ra y IL-2 recombinante para inducir
cambios en las células Treg in vivo. Los ratones C57BL/6
fueron inyectados i.p. 3 wveces (dia 1, 3, 5) <con IL-
2/ (G3S)3/IL-2Rax (2000 wunidades), IL-2 humana recombinante
(25,000 unidades) o complejos preformados de anti-IL-2 (Jes-
6,1; 5 g) e IL-2 de ratén (10,000 wunidades) (IL2/IC). E1
efecto sobre las Tregs se evalud para el bazo 24, 72 hr y 1
semana después de la Ultima inyeccidén. Las Tregs se evaluaron
como se describidé en la Figura 8.

La Figura 10 muestra la aplicacién limitada de dosis
bajas de IL-2 que retrasa la diabetes en ratones NOD. Los
ratones NOD (8 ratones/grupo) recibieron IL-2/IL-2Ro, IL-2Rx
soluble, o PBS de acuerdo con el horario en (A). Los niveles
de glucosa en sangre y orina fueron monitoreados hasta que
los ratones llegaron a las 40 semanas de edad. Los ratones se
consideraron diabéticos después de 2 lecturas consecutivas de
niveles de glucosa > 250 mg/dl.

La Figura 11 demuestra que altas dosis de IL-2/IL-2Rx

potencian el desarrollo de la memoria de las células T CD8*.
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Ratones C57BL/6 recibieron ovoalbUmina restringida a clase I
congenica (OVA) -Células T transgénicas del receptor de
células T especificas de OT-I. Estos ratones se inmunizaron y
se trataron con una sola aplicacién de la proteina de fusidn
de IL-2/(G3S)3/IL-2Ra, IL2/IC que contiene 15,000 unidades de
IL-2 o IL-2 recombinante (25,000 unidades). En los momentos
indicados, la proporcidén relativa de células T OT-I dentro
del compartimento de células T CD8' total se evaludé en la
sangre periférica.

Las Figuras 12A y 12B muestran el tipo de células de
memoria OT-I persistentes soportadas por altas dosis de 1la
proteina de fusidén de IL-2/IL-2Ro: (fig. 12A) Estrategia de
regulacién para identificar las células de memoria efectora
(EM) y de memoria central (CM). (fig. 12B) Distribucidén de
células de memoria OT-1 28 vy 202 dias después de la
inmunizacidén para ratones que también recibieron IL-2/IL-2Rx
(12,000 unidades) .

Las Figuras 13A y 13B muestran la caracterizacién de
proteinas de fusidén de IL-2/IL-2Ra de humano gque contienen
enlaces de glicina/serina de 1longitud variable, como se
muestra. (fig. 13A) Bioactividad 1IL-2 de IL-2/IL-2Ra de
humano purificada wusando el Dbioensayo CTLL. (fig. 13B)
Andlisis de Western blot de proteinas de fusién de IL-2/IL-
2Ra de humano después de SDS-PAGE Dbajo condiciones de

reducciédn.
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La Figura 14 muestra la proteina de fusidén de IL-2/IL-
2Ra de humano unida a los anticuerpos anti-IL-2Ra
monoclonales. Las proteinas de fusidén purificadas con 1los
enlazadores indicados se incubaron primero con el anticuerpo
monoclonal anti-IL-2Ra BCY96, dirigido a la regidén de unidn de
ligando de IL-2Ra humano o el anticuerpo monoclonal M-A257,
dirigido a wuna regidén de unidén sin ligando de IL-2Ra de
humano. La capacidad de BC96 o M-A257 para unirse a la
superficie celular de IL-2Ra se evalud utilizando células CHO
transfectadas con IL-2Ra.

La Figura 15 muestra que IL-2 interactta con el sitio de
unién de IL-2 de IL-2Rx en el contexto de proteinas de fusidn
de IL-2/IL-2Ra de humano. La bicactividad de IL-2 de las proteinas
de fusidén indicadas con enlazadores de glicina/serina variables se
evalud utilizando células CTLL. Mut se refiere a proteinas de
fusidén, en donde IL-2Ra contenia mutaciones Arg?® - Thr, Arg3®
— Ser. El andlisis de inmunotransferencia confirmé cantidades
similares de todas las proteinas de fusidén (no mostradas).

Descripcidn Detallada de la Invencidn

Las ©presentes invenciones se describiradn ahora méas
completamente con referencia a las figuras adjuntas, en las
gque se muestran algunas, pero no todas las modalidades de la
invencién. De hecho, estas invenciones pueden realizarse en
muchas formas diferentes y no deben interpretarse como

limitadas a las modalidades establecidas en el presente



10

15

20

25

10

documento; mas bien, estas modalidades se proporcionan para
que esta descripcidn satisfaga los requerimientos legales
aplicables. Numeros iguales se refieren a elementos
similares.

Muchas modificaciones 'y otras modalidades de las
invenciones establecidas aqui vendrdn a la mente a una
persona experimentada en la técnica a la que pertenecen estas
invenciones teniendo el beneficio de las ensefianzas
presentadas en las descripciones anteriores y las Figuras
asociladas. Por lo tanto, debe ser entendido que las
invenciones no deben limitarse a las modalidades especificas
descritas y que modificaciones vy otras modalidades estéan
previstas a ser incluidas dentro del alcance de 1las
reivindicaciones adjuntas. Aunque se emplean términos
especificos en el presente documento, se utilizan en un
sentido genérico y descriptivo y no con fines de limitacidn.
I. Resumen

La tecnologia actual se basa en el uso de interleucina-2
recombinante (IL-2), gque tiene propiedades farmacoldgicas
pobres, en especial una corta semivida que limita su
utilidad. Se proporcionan en este documento las proteinas de
fusidén de interleucina-2/receptor de interleucina-2 alfa (IL-
2/IL-2Ra) tienen propiedades intrinsecas que las separan de
las proteinas de fusidén IL-2 recombinante y otras IL-2. En

primer lugar, el tamafio de la proteina de fusidén IL-2/IL-2Rx
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aumentard su semivida in vivo. En segundo lugar, la
interaccidén débil entre la IL-2 e IL-2Ra (una subunidad de 1la
IL-2R) en el contexto de la proteina de fusidén de IL-2/IL-2Ra
proporciona otro mecanismo para prolongar la disponibilidad
de la IL-2. Aunque no se estd limitado al mecanismo
especifico de accidén, la disponibilidad prolongada de la
actividad de IL-2 se puede producir a través de una
interaccién competitiva entre el resto de IL-2 con IL-2Roa de
la fusidén de IL-2/IL-2Ra y con células que expresan la IL-2R.
IT. Proteinas de fusidén de interleucina-2/receptor de
interleucina-2 alfa

Polinucledtidos que codifican las mismas

Se proporciona una proteina de fusidén que comprende un
primer polipéptido que comprende interleucina-2 (IL-2) o una
variante funcional o fragmento de la misma fusionada en marco
de lectura con un segundo polipéptido que comprende o gue
consiste en el dominio extracelular del polipéptido del
receptor de interleucina-2 alfa (IL-2Rax) o wuna variante
funcional o fragmento del mismo.

Como se usa en el presente documento, “proteina de
fusién” se refiere a enlace genético en el marco de lectura
de por lo menos dos polipéptidos heterdlogos. Durante 1la
transcripcién/traduccién, se hace una sola proteina. De esta
manera, multiples proteinas, o fragmentos de las mismas se

pueden incorporar en un solo polipéptido. “Unido
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operativamente” estd previsto que signifique un enlace
funcional entre dos o mas elementos. Por ejemplo, un enlace
operable entre dos polipéptidos fusiona ambos polipéptidos
juntos dentro del marco de lectura para producir una proteina
de fusidén de un polipéptido individual. En un aspecto
particular, la proteina de fusidn comprende ademas un tercer
polipéptido que, como se discute en mas detalle a
continuacidén, puede comprender una secuencia de enlazador.

La proteina de fusién de IL-2/IL-2Rax o la variante
activa o fragmento de la misma pueden tener una o mas de las
siguientes propiedades/actividades: (1) aumentar la actividad
de las células T reguladoras (Tregs) y/o0 aumentar la
tolerancia inmune en dosis bajas de terapias a base de IL-2;
(2) aumentar la respuesta inmune y la memoria en terapias de
dosis méas altas; (3) aumentar la disponibilidad de IL-2 en
comparacioén con IL-2 recombinante; y/o (4) aumentar
estimulacién de IL-2 persistente de IL-2R que tiene
linfocitos in vivo. Tal actividad y los métodos de prueba se
describen con mas detalle en este documento. Ver, por
ejemplo, el Ejemplo 1 proporcionado en el presente documento.

En una modalidad no limitante, un aumento de 1la
actividad de Tregs que resulta de la proteina de fusidén de
IL-2/IL-2Rax o la variante activa o fragmento de la misma se
puede probar en una variedad de maneras, incluyendo, por

ejemplo, (1) una representacidédn incrementada y el numero de
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Tregs en el compartimento de células T CD4*%; (2) la
sobreregulacién de CD25 dependiente de IL-2; (3) la
proliferacidén incrementada como se evalud por la expresidn
del marcador ©proliferativo Ki67; % (4) una fraccioén
incrementada del subconjunto Treg Klrgl® terminalmente
diferenciada dependiente de IL-2. Tales efectos sobre Tregs
se pueden ver en, por ejemplo, en el bazo y el pancreas
inflamado.

En una modalidad no limitante, la proteina de fusidn de
IL-2/IL-2Rx o la variante activa o fragmento de la misma
aumenta Tregs supresores inmunes y tolerogénicos vy 1la
inmunidad mediante el aumento de las respuestas T
efectoras/de memoria vy, en otras modalidades, exhibe la
farmacocinética mejorada de transportar las respuestas en (1)
niveles eficaces inferiores de 1la actividad de 1IL-2 en
comparacién con IL-2 nativa o recombinante; (2) muestra mas
respuestas bioldégicas persistentes que IL-2 nativa o)
recombinante; vy/o (3) conserva la Jjerarquia con Tregs
sensible a dosis de nivel inferior que las células T
efectoras/de memoria.

En modalidades especificas, la proteina de fusidén tiene
una actividad mejorada con respecto a la IL-2 nativa o
recombinante. Por ejemplo, el efecto de la proteina de fusidn
de IL-2/IL-2Ra puede aumentar las Tregs tolerogénicas en

aproximadamente 2 veces, 5 veces, 10 veces, 20 wveces, 30
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veces, 40 veces, 50 veces, 60 veces, 70 veces, 80 wveces, 90
veces, 100 veces, 150 veces, 200 veces o disminuir el nivel
de la actividad de IL-2 en comparacidén con IL-2 nativa o
recombinante. En otras modalidades, la proteina de fusidén de
IL-2/IL-2Ra es mas eficaz que la IL-2 nativa o recombinante
en la induccidn de aumento persistente de Tregs y propiedades
relacionadas.

Varios fragmentos de IL-2 e IL-2Ra y variantes de una
variedad de organismo pueden utilizarse para gJgenerar las
proteinas de fusidén de dominio extracelular de IL-2/IL-2Ra se
proporcionan en este documento. Tales componentes se discuten
en mayor detalle en este documento. Los ejemplos de proteinas
de fusidén de dominio extracelular de IL-2/IL-2Ra sin procesar
no limitantes se establecen en las SEC ID NOs: 17, 19, 21,
23, 25, 27, 36, 38, 44, 46, 54, 55, 56,57, 58, 59, 60, y 61,
mientras que ejemplos no limitativos de formas maduras de las
proteinas de fusién de dominio extracelular de IL-2/IL-Ra se
establecen en las SEC ID NOS: 16, 18, 20, 22, 24, 26, 37, 39,
43, 45, 62 y 64. Ejemplos no limitantes de polinucledtidos
que codifican tales proteinas de fusidén se establecen en las
SEC ID NOs: 29, 30, 31, 32, 33, 34, 42, 47, 48, 49, 63 y 65.

El término “secuencia de sefial secretora” indica una
secuencia de polinucledétido que codifica un polipéptido (un
“péptido secretor”) que, como un componente de un polipéptido

mayor, dirige el polipéptido mayor a través de una vVvia
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secretora de la célula en la que se sintetiza. El polipéptido
mayor es comunmente escindido para eliminar el ©péptido
secretor durante el transito a través de la via secretora.
Como se usa en el presente documento, una forma “madura” de
una proteina de fusidén o polipéptido comprende la forma
procesada del polipéptido que ha tenido el péptido secretor
eliminado. Tal como se usa en el presente documento, la forma
“no procesada” de la proteina de fusidn conserva la secuencia
del péptido secretor.

También se proporcionan fragmentos bioldgicamente
activos y variantes de la forma madura y sin procesar de las
proteinas de fusién de dominio extracelular de IL-2/IL-Ra, Yy
el polinucledétido que codifica las mismas. Tal fragmento de
polipéptido funcional puede comprender por lo menos 5, 6, 7,
8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50,
75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500 o aminoéacidos
més continuos de una cualquiera de las SEC ID NOs: 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26 , 27, 36, 37, 38, 39, 43,
44, 45, 46, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, o o64.
Alternativamente, una variante de polipéptido funcional puede
comprender por lo menos 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99% de identidad de secuencia con
la secuencia establecida en las SEC ID NOs: 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 36, 37, 38, 39, 43, 44, 45,

46, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, o 64.
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Ademéds se proporcionan variantes activas y fragmentos de
polinucledtidos que codifican las proteinas de fusidén de
dominio extracelular de IL-2/IL-Ra. Tal polinucledétido puede
comprender por lo menos 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700,
800, 1000, 1100, 1200, 1300, 1500, 1800, 2000 nucledtidos
contiguos de las SEC ID NOs: 29, 30, 31, 32, 33, 34, 42, 47,
48, 49, 63 o 65 o el polinucledétido que codifica 1los
polipéptidos establecidos en las SEC ID NOs: 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 36, 37, 38, 39, 43, 44, 45,
46, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, o 64 y continuas para
codificar una proteina de fusidén del dominio extracelular de
IL-2/IL-Ra funcional. Alternativamente, un polinucledtido
funcional puede comprender por lo menos 75%, 80%, 85%, 90%,

91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99% de identidad de

o\°

secuencia con la secuencia establecida en las SEC ID NOs: 29,
30, 31, 32, 33, 34, 42, 47, 48, 49, 63 o 65 o el
polinucledétido que codifica los polipéptidos establecidos en
las SEC ID NOs: 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27, 36, 37, 38, 39, 43, 44, 45, 46, 54, 55, 56, 57, 58, 59,
60, 61, 62, o 64 y continuas para codificar las proteinas de
fusién de dominio extracelular de IL-2/IL-Ra funcional.

Se reconoce, ademas, que los componentes de la proteina
de fusidén de IL-2/IL-2Ra se pueden encontrar cualquier orden.
En una modalidad, el polipéptido de IL-2 se encuentra en el

extremo N-terminal y el dominio extracelular de IL-2Ra esta
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en el extremo C-terminal de la proteina de fusidn.
i. Interleucina-2

Como se usa en este documento, “interleucina-2” o “IL-2"
se refiere a cualquier IL-2 nativa o recombinante de
cualquier fuente de vertebrado, incluyendo mamiferos tales
como primates (por ejemplo, seres humanos) y roedores (por
ejemplo ratones 'y ratas), y mamiferos domesticados o
agricolas a menos que se indique lo contrario. El término
abarca IL-2 no procesada, asi como, cualquier forma de IL-2
que resulta de procesamiento en la célula (es decir, la forma
madura de IL-2). El término también abarca variantes de
origen natural y fragmentos de IL-2, por ejemplo, variantes
de empalme o variantes alélicas, y variantes de origen no
natural. La secuencia de aminodcidos de una forma madura
ejemplar de la IL-2 (que tiene la secuencia de sefial de 20
aminodcidos) se muestra en la SEC ID NO: 2. IL-2 humana no
procesada comprende adicionalmente un péptido sefial de 20
aminoadcidos N-terminal (SEC ID NO: 1), que estd ausente en la
molécula madura de IL-2. La secuencia de aminoacidos de una
forma madura ejemplar de IL-2 de ratdn (que tiene la
secuencia sefial de 20 aminodcidos) se muestra en la SEC ID
NO: 4. IL-2 de ratdén sin procesar comprende adicionalmente un
péptido sefial de 20 amino &cidos N-terminal (SEC ID NO: 3),
que estd ausente en la molécula de IL-2 madura. Ver también

las figuras 2A vy 2B. Por wuna “IL-2 nativa”, también
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denominada “IL-2 tipo silvestre”, se entiende wuna IL-2
recombinante o de origen natural.

Las secuencias de 4acido nucleico y de aminoéacidos
adicionales para IL-2 son conocidas. Ver, por ejemplo, los
numeros de acceso de GenBank: Q7JFM2 (Aotus lemurinus (mono
nocturno)); Q7JFM5 (Aotus nancymaae (mono nocturno de Nancy
Ma)); P05016 (Bos taurus (bovino)); 029416 (Canis familiaris
(perro) (Canis lupus familiaris)); P36835 (Capra hircus
(cabra)); vy, P37997 (Equus caballus (caballo)).

También se proporcionan fragmentos bioldgicamente
activos vy variantes de 1IL-2. Tales variantes activas o
fragmentos de IL-2 conservaran la actividad de IL-2. La frase
“actividad bioldégica de IL-2” se refiere a una o més de las
actividades bioldégicas de IL-2, incluyendo, pero no limitado
a, la capacidad de estimular los linfocitos que portan el
receptor de IL-2. Tal actividad se puede medir tanto in vitro
como in vivo. IL-2 es un regulador global de la actividad
inmune y los efectos observados aqui son la suma de tales
actividades. Por ejemplo, se regula la actividad de
supervivencia (Bcl-2), induce la actividad efectora T (IFN-
gamma, Granzima B vy perforina), vy promueve la actividad
reguladora T (FoxP3). Ver, por ejemplo, Malek et al. (2010)
Immunity 33 (2): 153-65, incorporada aqui por referencia en
su totalidad.

Variantes Dbioldgicamente activas se conocen de IL-2.
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Véase, por ejemplo, Publicaciones de solicitud Estadounidense
20060269515 y 20060160187 y WO 99/60128, cada uno de 1los
cuales se incorpora aqui por referencia.

Los fragmentos bioldgicamente activos y variantes de IL-
2 se pueden emplear en las proteinas de fusidén descritas en
este documento. Tal fragmento funcional puede comprender por
lo menos 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40,
50, 75, 100, 125, 150 o mas aminodcidos continuos de las SEC
ID NOs: 1, 2, 3, o 4. Alternativamente, una variante
funcional puede comprender por lo menos 75%, 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99% de identidad de
secuencia con la secuencia establecida en las SEC ID NOs: 1,
2, 3, o 4.

Se proporcionan ademds variantes activas y fragmentos de
polinucledétidos que codifican las proteinas de IL-2. Tal
polinucledétido puede comprender por lo menos 100, 200, 300,
400, 500, 600, 700 nucledbtidos contiguos de polipéptido que
codifican las SEC ID NOs: 1, 2, 3, o 4, vy continuas para
codificar una proteina gque tiene la actividad IL-2.
Alternativamente, un polinucledétido funcional puede
comprender por lo menos 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99% de identidad de secuencia con
el polipéptido que codifica la secuencia amino establecida en

las SEC ID NOs: 1, 2, 3, o 4 y contintas para codificar un

polipéptido de IL-2 funcional
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ii. Receptor de interleucina-2 alfa

El término “CD25” o “receptor de IL-2 o” o “IL-2Ra” como
se usa en el presente documento, se refiere a cualquier IL-
2Ra nativo o recombinante de cualquier fuente de vertebrado,
incluyendo mamiferos tales como primates (por ejemplo, seres
humanos) y roedores (por ejemplo, ratones 'y ratas) %
mamiferos domesticados o agricolas menos que se indique 1lo
contrario. E1l término también abarca variantes de origen
natural de IL-2Ra, por ejemplo, variantes de empalme o
variantes alélicas o variantes de origen no natural. La IL-2
humana ejerce sus efectos Dbioldgicos a través de 1la
seflalizacidén a través de su sistema receptor, IL-2R. IL-2 vy
su receptor (IL-2R) son necesarios para la proliferacidén de
células T y otras funciones fundamentales que son cruciales
de la respuesta inmune. IL-2R consiste de 3 proteinas
transmembrana de tipo I unidas no covalentemente que son las
cadenas alfa (p55), beta (p75), y gamma (p65). La cadena alfa
del IL-2R de humano contiene un dominio extracelular de 219
aminoadcidos, un dominio transmembrana de 19 aminodcidos, y un
dominio intracelular de 13 aminoéacidos. El dominio
extracelular secretado de IL-2R alfa (IL-2R-) se puede
emplear en la fusidén de proteinas descritas en el presente
documento.

La secuencia de aminodcidos de una forma madura ejemplar

del IL-2Ra de humano se muestra en la SEC ID NO: 6. IL-2Ra de
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humano sin procesar se muestra en la SEC ID NO: 5. El dominio
extracelular de la SEC ID NO: 6 se establece en la SEC ID NO:
7. La secuencia de aminoadcidos de una forma madura ejemplar
de IL-2Ra de ratdn se muestra en la SEC ID NO: 9. La IL-2Rx
de ratdn sin procesar se muestra en la SEC ID NO: 8. E1
dominio extracelular de la SEC ID NO: 9 se establece en la
SEC ID NO: 10. Por un “IL-2Ra nativo”, también denominado
“IL-2Ra de tipo silvestre”, se entiende un IL-2Rx de origen
natural o recombinante. La secuencia de una molécula de IL-
2R humano nativa se muestra en las SEC ID NOs: 5 y 6.

Las secuencias de acido nucleico y aminoacidos para IL-
2R son conocidas. Ver, por ejemplo, los numeros de acceso de
GenBank: NP 001030597.1 (P. troglodytes); NP 001028089.1
(M.mulatta) ; NM 001003211.1 (C.lupus) ; NP 776783.1
(B.taurus) ; NP 032393.3 (M.musculus) ; Vs NP 037295.1
(R.norvegicus), cada uno de los cuales se incorpora agqui como
referencia.

También se proporcionan fragmentos bioldgicamente
activos y variantes del dominio extracelular de IL-2Ra. Tales
variantes activas o fragmentos del dominio extracelular de
IL-2Ra conservaran la actividad del dominio extracelular de
IL-2Ra. La frase “Actividad bioldégica del dominio
extracelular de IL-2Ra” se refiere a una o méds de las
actividades bioldégicas de dominio extracelular de IL-2Rq,

incluyendo, pero no limitado a, la capacidad de mejorar la
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seflalizacién intracelular en las células sensibles al
receptor de IL-2. Ejemplos no limitantes de fragmentos
bioldédgicamente activos y variantes del IL-2Ra se describen,
por ejemplo, en Robb et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
85:5654-5658, 1988, que se incorpora aqui por referencia.

Fragmentos bioldgicamente activos y variantes del
dominio extracelular de IL-2Ra se pueden emplear en 1las
proteinas de fusidén descritas en este documento. Tal
fragmento funcional puede comprender por lo menos 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50, 75, 100,
125, 150, 175, 200, 215 o mayores amino &cidos continuos
del dominio extracelular de cualquiera de las SEC ID NOs:
o, 9, 7, 10, 5, u 8. Alternativamente, una variante
funcional puede comprender por lo menos 75%, 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99% de identidad
de secuencia con la secuencia establecida en las SEC 1ID
NOs: 6, 9, 7, 10, 5 u 8.

En una modalidad, las proteinas de fusidén proporcionadas
en este documento pueden comprender por lo menos una mutacidn
en el dominio extracelular de IL-2Ra. En wuna modalidad
especifica, la arginina en la posicidén 35 del IL-2Ra se puede
mutar a una Treonina y/o Arginina en la posicidén 36 del IL-
2Ra se puede mutar a una serina. Tal proteina de fusidn puede
haber aumentado la actividad de IL-2 en comparacién con una

proteina de fusidédn que no comprende estas mutaciones en el
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dominio extracelular de IL-2Ra y/o en comparacidén con la IL-2
nativa o recombinante. Las secuencias de aminoacidos de las
proteinas de fusidén ejemplares que comprenden IL-2Ra con
mutaciones dentro del dominio extracelular de IL-2Ra se
establecen en las SEC ID NOS: 62 y 64. En una modalidad, la
proteina de fusidn comprende la secuencia de aminoacidos de
cualquiera de las SEC ID NOs: 62 o 64; o una secuencia que
tiene por lo menos 80%, 85%, 90%, o 95% a cualquiera de las
SEC ID NOs: 62 o 64.

Se proporcionan ademas variantes activas y
fragmentos de polinucledétidos que codifican el dominio
extracelular de IL-2Rx. Tal polinucledtido puede
comprender por lo menos 100, 200, 300, 400, 500, 600 o
mayores nucledétidos continuos que codifican el
polipéptido de las SEC ID NOs: 6, 9, 1, 10, 5, o 8 vy
continuas para codificar wuna proteina que tiene 1la
actividad del dominio extracelular de IL-2Ra.
Alternativamente, un polinucledétido funcional ©puede
comprender por lo menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%,

94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99

0

de identidad de
secuencia con el polipéptido que codifica la secuencia
amino establecida en las SEC ID NO: o6, 9, 1, 10, 5, o 8
y continuas para codificar una proteina que tiene 1la
actividad del dominio extracelular de IL-2Ra.

iii. Componentes Adicionales
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Las proteinas de fusidén de IL-2/IL-2Ra pueden comprender
ademéds elementos adicionales. Tales elementos pueden ayudar
en la expresiédn de la proteina de fusidén, ayudar en la
secrecibén de la proteina de fusidn, mejorar la estabilidad de
la proteina de fusidn, permitir la purificacidén mas eficiente
de la proteina, y/o modular la actividad de la proteina de
fusién.

“Heterdlogo” en referencia a un polipéptido o
polinucledtido es un polipéptido o polinucledtido que se
origina a partir de una proteina o polinucledtido diferente.
Los componentes adicionales de la proteina de fusidn se
pueden originar del mismo organismo como los otros
componentes de polipéptido de la proteina de fusidén, o los
componentes adicionales pueden ser de un organismo diferente
que los otros componentes de polipéptido de la proteina de
fusidén.

En una modalidad, la proteina de fusidén de IL-2/IL-2Rx
comprende una secuencia de unién situada entre el polipéptido
de IL-2 y el polipéptido de IL-2Ra. El enlazador puede ser de
cualquier longitud y puede comprender por lo menos 1, 2, 3,
4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
25, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 50 o 60 o més
aminodcidos. En wuna modalidad, la secuencia de enlazador
comprende residuos de aminodcidos de glicina. En otros casos,

la secuencia de enlazador comprende una combinacién de



10

15

20

25

25

residuos de glicina % aminoacidos de serina. Tales
enlazadores de glicina/serina pueden comprender cualquier
combinacién de los residuos de aminoadcidos, incluyendo, pero
no limitado a, el péptido GGGS o GGGGS o repeticiones de los
mismos, incluyendo 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o més
repeticiones de estos péptidos dados. Por ejemplo, las

secuencias de enlazador pueden comprender GGGSGGGSGGGS (SEC

ID NO: 13) (también indicada como (GlysSer)s);
GGGSGGGSGGGSGGGS  (SEC ID NO: 11) (también indicada como
(GlysSer),); o (GlysSer)s; (GlysSer)gs; (GlysSer),;, etc. Las

secuencias de enlazador pueden comprender ademds (GlysSer)s
como se establece en la SEC ID NO: 50; GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
(SEC ID NO: 40) (también indicado como (GlysSer)y) ;
GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS (SEC ID NO: 41) (también indicado
como (GlysSer)s) ; (GlysSer),, (GlysSer)q, (GlysSer)g;
(GlysSer)q; (GlysSer)g, etc. Ademads, las variantes activas vy
fragmentos de cualquier enlazador ademds pueden ser empleados
en la proteina de fusién descrita en este documento.

Se reconoce, ademds, que el polinucledétido que codifica
la proteina de fusidén de IL-2/IL-2Ra puede comprender
elementos adicionales que ayudan en la traduccidén de 1la
proteina de fusidén. Tales secuencias incluyen, por ejemplo,
secuencias de Kozak unidas al extremo 5’ del polinucledtido
que codifica la proteina de fusidén. La secuencia de consenso

Kozak es una secuencia que se produce en ARNm eucaridético que
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juega un papel en la iniciacidén del proceso de traduccidn y
tiene el consenso (gcc)gccRccAUGG (SEC ID NO: 35); en donde
(1) wuna letra mintscula indica la base més comin en una
posicidén en donde la base sin embargo puede variar; (2) las
letras mayusculas indican Dbases altamente conservadas, es
decir, la secuencia ‘AUGG’ es constante o rara vez, O nunca,
cambia, con la excepcidédn del cbédbdigo de ambigiiedad de IUPAC
‘R’ que indica que wuna purina (adenina o guanina) es
normalmente observada en esta posicidn; y (3) la secuencia
entre paréntesis ((gcc)) es de significado incierto. En una
modalidad, la secuencia de Kozak comprende 1la secuencia
establecida en la SEC ID NO: 53.

En una modalidad no limitante, la proteina de fusidén de
IL-2/1IL-2Ra comprende una secuencia de Kozak optimizada lider
de IL-2 como se establece en la SEC ID NO: 28 o una variante
funcional o fragmento de la misma. Una variante funcional o
fragmento de una secuencia Kozak conservard la capacidad de
aumentar la traduccién de la proteina cuando se compara con
el nivel de 1la traduccidén de una secuencia que carece del
lider. Tal fragmento funcional puede comprender por lo menos
5 6, 7, 8, 9, 110, 11, 12, 13, 14, 15, 1le¢, 17, 18, 19, 20,
30, 40 nucledétidos continuos de una secuencia de Kozak o la
secuencia establecida en la SEC ID NO: 28 o) 53.
Alternativamente, una variante funcional puede comprender por

lo menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
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98%, o 99% de identidad de secuencia con la secuencia Kozak o
la secuencia establecida en la SEC ID NO: 28 o 53.

En todavia otras modalidades, la proteina de fusidn de
IL-2/IL-2Ra comprende una o mas etiquetas en el extremo C-
terminal para ayudar en la purificacidén del polipéptido.

Tales etiquetas son conocidas e incluyen, por ejemplo,
una etiqueta de histidina. En modalidades especificas una
etiqueta 6X His es empleada. Se reconoce ademas que una
secuencia de enlazador adicional se puede emplear entre la
proteina de fusidén y la etiqueta His.

Una modalidad no limitante de una proteina de fusidn de
IL-2/IL-2Ra se establece en la FIG. 1, FIGS. 27, y 2B. Tal
proteina de fusidén comprende un péptido lider, IL-2 o una
variante funcional o fragmento del mismo, un enlace variable,
IL-2Ra, un enlace de glicina, etiqueta 6x His, y dos codones
de terminacidn.

iv. Variantes y fragmentos
a. Polinucledtidos

Los fragmentos y variantes de los polinucledétidos dque
codifican la proteina de fusién de dominio extracelular de
IL-2/IL-2Ra o los diversos componentes contenidos en el mismo
(es decir, el dominio extracelular de IL-2Ra, los
polipéptidos de IL-2Ra, las secuencias de enlace vy/o
secuencias de Kozak) se pueden emplear en los diversos

métodos y composiciones de la invencidédn. Por “fragmento” se
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entiende una porcién del polinucledtido y por lo tanto 1la
proteina codificada de ese modo o una porcidén del
polipéptido. Los fragmentos de un polinucledétido pueden
codificar fragmentos de proteina que conservan la actividad
bioldégica de la proteina nativa y por lo tanto tiene
actividad IL-2, la actividad del dominio extracelular de IL-
2Ra, actividad de la proteina de fusidén de IL-2/IL-2Ra, O si
codifica una secuencia de enlazador, proporciona la actividad
deseada de la proteina de fusidén de IL-2/IL-2Ra.

Una porcidén Dbioldgicamente activa de un dominio
extracelular de IL-2Ra, polipéptido IL-2, proteina de fusidn
IL-2/IL-2Ra, secuencia de Kozak, o secuencia de enlazador se
pueden preparar por aislamiento de una porcidén de uno de los
polinucledétidos que codifican la ©porcidén del dominio
extracelular de IL-2Ra o polipéptido de IL-2 y la expresidn
de la porcién codificada del polipéptido (por ejemplo, por
expresién recombinante in vitro), y evaluando la actividad de
la porcidén del dominio extracelular de IL-2Ra o/y polipéptido
de IL-2 o la actividad de la proteina de fusidén de IL-2/ILRa.

Las secuencias “wariantes” tienen un alto grado de
similitud de secuencias. Para los polinucledétidos, variantes
conservadoras incluyen aquellas secuencias que, debido a la
degeneracién del cdéddigo genético, codifican la secuencia de
aminoacidos de uno de los polipéptidos de dominio

extracelular de IL-2Ra, polipéptidos de IL-2, proteinas de
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fusién de IL-2/IL-2Ra, o secuencias de enlazador. Las
variantes como éstas se pueden identificar con el uso de
técnicas de biologia molecular bien conocidas, como, Ppor
ejemplo, reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR) vy las
técnicas de hibridacidén. Polinucledétidos wvariantes también
incluyen secuencias de nucledétidos derivadas sintéticamente,
tales como las generadas, por ejemplo, mediante el uso de
mutagénesis dirigida al sitio pero que aun codifica un
dominio extracelular de IL-2Ra, un polipéptido de IL-2,
proteina de fusidén de IL-2/IL-2Ra, una secuencia de Kozak, o
la secuencia de enlazador.
b. Polipéptidos

Por proteina “wariante” estd prevista una proteina
derivada de la proteina nativa por supresiodn (llamada
truncamiento) o adicién de uno o més aminodcidos al extremo
N-terminal y/o C-terminal de la proteina nativa; supresidén o
adicién de uno o més aminocdcidos en uno o mas sitios en la
proteina nativa; o sustitucidén de uno o més aminocidcidos en
uno o méds sitios en la proteina nativa. Las proteinas
variantes son Dbiolbgicamente activas, es decir contintan
poseyendo la actividad bioldégica deseada, es decir, actividad
de la proteina de fusidén de IL-2/IL-2Ra, la actividad de IL-2
o la actividad del dominio extracelular de IL-2Ra. Tales
variantes pueden resultar de, por ejemplo, polimorfismo

genético o) de manipulacidn humana. Las variantes
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biolégicamente activas de una proteina de fusidén de IL-2/IL-
2Ra o cualquiera de sus componentes (es decir, un polipéptido
de dominio extracelular de IL-2Ra, un polipéptido de IL-2, o
una secuencia de enlazador) tendra por lo menos
aproximadamente 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97% , 98%, 99% o méas
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos para
la proteina nativa como es determinado por los programas y
parametros alineacidén de secuencias descritos en otra parte
de este documento. Una variante bioldgicamente activa de una
proteina puede diferir de la proteina por tan pocos como 1 a
15 residuos de aminodcidos, tan pocos como 1 -10, tal como 6-
10, tan pocos como 5, tan pocos como 4, 3, 2, o incluso 1
residuo de aminoacido.

Las proteinas se pueden alterar de varias maneras
incluyendo sustituciones, supresiones, truncamientos e
inserciones de aminoacidos. Los métodos para tales
manipulaciones son generalmente conocidos en la técnica. Por
ejemplo, variantes de secuencia de aminodcidos del dominio
extracelular de IL-2Ra, polipéptido de 1IL-2, proteina de
fusién de IL-2/IL-2Ra, o secuencias de enlace se pueden
preparar por mutaciones en el ADN. Los métodos ©para
mutagénesis y alteraciones de secuencias de nucledétidos son
bien conocidos en la técnica. Ver, por ejemplo, Kunkel (1985)

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 488-492; Kunkel et al. (1987)
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Methods in Enzymol 154: 367-382; Patente Estadounidense No.
4,873,192; Walker vy Gaastra, eds. (1983) Techniques in
Molecular Biology (MacMillan Publishing Company, New York) vy
las referencias citadas en la misma. Las directrices en
cuanto a las sustituciones de aminodcidos apropiadas gque no
afectan a la actividad bioldégica de la proteina de interés se
pueden encontrar en el modelo de Dayhoff et al. (1978) Atlas
of Protein Sequence and Strcuture (Natl. Biomed. Res. Found.,
Washington, DC), incorporada aqui como referencia. Las
sustituciones conservadoras, tales como el intercambio de un
aminocacido por otro qgque tiene propiedades similares, pueden
ser preferibles.

Por 1lo tanto, 1los polinuclebdétidos descritos en este
documento pueden incluir las secuencias de origen natural,
las secuencias “nativas”, asl como formas mutantes. Del mismo
modo, las proteinas utilizadas en los métodos de la invencidn
abarcan proteinas de origen natural, asi como variaciones vy
formas modificadas de los mismos. Tales variantes continuaran
poseyendo la capacidad de implementar un evento de
recombinacidén. Generalmente, las mutaciones realizadas en el
polinucledétido que codifica el polipéptido variante no deben
colocar la secuencia fuera del marco de lectura, y/o crear
regiones complementarias que podrian producir la estructura
de ARNm secundaria. Ver, la Publicacién de Solicitud de

Patente EP No. 75,444.
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Las variantes de polinucledtidos vy proteinas también
abarcan secuencias y proteinas derivadas de un procedimiento
mutagénico y recombinogénico como transposicidén de secuencias
de ADN. Con tal procedimiento, uno o mas diferentes dominios
extracelulares de IL-2Ra o secuencias de codificacidén de IL-2
pueden ser manipulados para crear un nuevo dominio
extracelular de IL-2Ra o polipéptidos de IL-2 gque poseen las
propiedades deseadas. De esta manera, las bibliotecas de
polinucledtidos recombinantes se generan a partir de una
poblaciédn de polinuclebdtidos de secuencia relacionada que
comprenden regiones de secuencia que tienen una identidad de
secuencia sustancial y se pueden recombinar homélogamente in
vitro o 1in vivo. Las estrategias para tal transposicidén de
secuencias de ADN son conocidas en la técnica. Ver, por
ejemplo, Stemmer (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:10747-
10751; Stemmer (1994) Nature 370: 389-391; Crameri et al.
(1997) Nature Biotech. 15: 436-438; Moore et al. (1997) J.
Mol. Biol. 272: 336-347; Zhang et al. (1997) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 94:4504-4509; Crameri et al. (1998) Nature
391:288-291; vy las patentes Estadounidenses Nos. 5,605,793 vy
5,837,458.

III. Polinucledtidos que codifican las proteinas de fusidén de
IL-2/IL-2Ra y métodos de fabricacion
Las composiciones incluyen adicionalmente

polinucledtidos aislados que codifican las diversas proteinas
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de fusidén descritas anteriormente en este documento, vy
variantes y fragmentos de las mismas. Se describen ademéas
vectores y casetes de expresidn que comprenden los
polinucledétidos descritos en el presente documento. Los
casetes de expresidn incluirdn generalmente un promotor unido
operativamente a un polinucledétido 'y una regidédn de
terminacidén transcripcional y traduccional.

El uso del término “polinucledtido” no estd previsto que
limite la presente invencidén a polinucledtidos que comprenden
ADN. Las personas experimentadas en la técnica reconoceran
que los polinucledtidos, pueden comprender ribonucledtidos vy
combinaciones de ribonucledétidos vy desoxirribonucledtidos.
Tales desoxirribonucledtidos y ribonucledtidos incluyen tanto
moléculas de origen natural y andlogos sintéticos.

Un polinucledétido o proteina “aislada” o “purificada”, o
porcidén bioldégicamente activa de la misma, es sustancialmente
o) esencialmente libre de componentes que normalmente
acompafian o interaccionan con el polinucledétido o proteina
como se encuentra en su entorno natural. Por lo tanto, un
polinucledétido o proteina aislado o) purificado estéa
sustancialmente libre de otro material celular, o medio de
cultivo cuando se produce por técnicas recombinantes, o
sustancialmente 1libre de precursores qguimicos u otros
productos quimicos cuando se sintetiza quimicamente. De

manera Oéptima, un polinucledétido “aislado” estd libre de
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secuencias (Optimamente secuencias de codificacidn de
proteina) que flanquean de forma natural el polinucledtido
(es decir, secuencias localizadas en los extremos 5’ y 3’ del
polinucledétido) en el ADN gendémico del organismo a partir del
cual el polinucledtido es derivado. Por ejemplo, en diversas
modalidades, el polinucledtido aislado puede contener menos
de aproximadamente 5 kb, 4 kb, 3 kb, 2 kb, 1 kb, 0.5 kb o 0.1
kb de 1la secuencia de nucledétidos que flanquean de forma
natural el polinucledétido en el ADN gendémico de la célula de
la que se deriva el polinucledétido. Una proteina que esté
sustancialmente libre de material celular incluye

preparaciones de proteina que tiene menos de aproximadamente

30%, 20%, 10%, 5%, o 1% (en peso seco) de proteina
contaminante. Cuando la proteina de la invencidén o una

porcidén bioldégicamente activa de la misma se produce
recombinantemente, de forma O6ptima el medio de cultivo
representa menos de aproximadamente 30%, 20%, 10%, 5%, o 1%
(en peso seco) de los precursores gquimicos o gquimicos sin
proteina de interés.

La biologia molecular convencional, microbiologia vy
técnicas de ADN recombinante dentro de la experiencia de 1la
técnica se pueden emplear en el presente documento. Tales
técnicas se explican completamente en la literatura. Ver, por

ejemplo, Sambrook et al., "“Molecular Cloning: A Laboratory

Manual” (1989); “Current Protocols 1in Molecular Biology”
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Volumes I-III [Ausubel, R. M., ed. (1994)]; “Cell Biology: A

Laboratory Handbook” Volumes I-I11 [J. E. Celis, ed.

(1994))]1; “Current Protocols in Immunology” Volumes I-III
[Coligan, J. E., ed. (1994)]; ™“0Oligonucleotide Synthesis”
(M.J. Gait ed. 1984); ™“Nucleic Acid Hybridization” [B.D.
Hames & S.J. Higgins eds. (1985)]1; “Transcription And
Translation” [B.D. Hames & S.J. Higgins, eds. (1984)1;
“Animal Cell Culture” [R.T. Freshney, ed. (1980) 1;
“Immobilized Cells And Enzymes” [IRL Press, (1986)]1; B.

Perbal, “A Practical Guide To Molecular Cloning” (1984).
También se proporciona en el presente documento un
vector que comprende los polinucledtidos descritos
anteriormente unidos operativamente a un promotor. Una
secuencia de nucledétidos estd “unida operativamente” a una
secuencia de control de expresidén (por ejemplo, un promotor)
cuando los controles de secuencia de control de expresidn y
regula la transcripcidén vy traduccién de esa secuencia. E1
término “unido operativamente” cuando se refiere a una
secuencia de nucledétidos incluye tener una sefial de inicio
apropiada (por ejemplo, ATG) delante de 1la secuencia de
nucledtidos que es expresada y mantiene el marco de lectura
correcto para permitir la expresidédn de la secuencia bajo el
control de la secuencia de control de expresién y la
produccién del producto deseado codificado por la secuencia.

Si un gen gue se desea insertar en una molécula de 4&cido
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nucleico recombinante no contiene wuna seflal de inicio
apropiada, tal sefilal de 1inicio puede insertarse frente al
gen. Un “vector” es un replicdn, tal como un plasmido, fago o
cbébsmido, al cual otro segmento de &cido nucleico puede estar
unido de manera que se produzca la replicacidén del segmento
unido. El1 promotor puede ser, o es idéntico a, un promotor de
bacteria, levadura, 1insecto o mamifero. Ademéds, el vector
puede ser un plésmido, cdésmido, cromosoma artificial de
levadura (YAC), un bacteridéfago o ADN viral eucaridtico.

Se pueden emplear otras numerosas estructuras de
vectores conocidas en la técnica como Utiles para expresar la
proteina. Tales vectores incluyen, pero no se limitan a:
adenovirus, virus de simio 40 (SV40), citomegalovirus (CMV),
virus de tumor mamario de ratén (MMTV), virus de la leucemia
murina de Moloney, sistemas de administracién de ADN, es
decir liposomas, y sistemas de administracién de plésmido de
expresién. Ademds, una clase de vectores comprende elementos
de ADN derivados de virus tales como el virus del papiloma
bovino, virus de polioma, baculovirus, retrovirus o virus
Semliki Forest. Tales vectores pueden obtenerse
comercialmente o ensamblarse a partir de las secuencias
descritas por métodos bien conocidos en la técnica.

Se proporciona en este documento un sistema de wvector
hospedero para la produccidén de un polipéptido que comprende

el vector de una célula hospedera apropiada. Las células
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hospederas apropiadas incluyen, pero no se limitan a, células
procaridéticas o eucaridticas, por ejemplo células bacterianas
(incluyendo células Grampositivas), células de levadura,
células fungicas, células de insectos y células de animales.
Numerosas células de mamifero se pueden utilizar como
hospederos, incluyendo, pero no limitado a, la célula de
fibroblastos de ratédn NIH 3T3, células CHO, células Hela,
células Ltk™, etc. Células animales adicionales, tales como
R1.1, B-W y células L-M, células de rifibn de mono verde
africano (por ejemplo, COS 1, COS 7, BSC1l, BSC40, y BMT10),
células de insecto (por ejemplo, sfqg), y células humanas vy
células vegetales en cultivo de tejidos pueden también ser
utilizadas.

Una amplia variedad de combinaciones de vector
hospedero/expresiédn puede emplearse en la expresidén de las
secuencias de polinucledétidos gque aqui se presentan. Los
vectores de expresidén utiles, por ejemplo, pueden consistir
en segmentos de secuencias de ADN cromosémico, no cromosdmico
y sintético. Los vectores apropiados incluyen derivados de
Sv40 y pléasmidos bacterianos conocidos, por ejemplo,
plésmidos de E. coli col El, pCRl, pBR322, pMB9 vy sus
derivados, plésmidos tales como RP4; ADN del fago, por
ejemplo, los numerosos derivados del fago A, por ejemplo,
NM989, y otro ADN de fago, por ejemplo, M13 y ADN de fago de

una sola cadena filamentosa; pléasmidos de levadura tales como
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el plésmido 2u o derivados de los mismos; vectores utiles en
células eucaridticas, tales como vectores Utiles en células
de insecto o de mamifero; vectores derivados de combinaciones
de plésmidos y ADN de fagos, tales como plasmidos que han
sido modificados para emplear el ADN de fago u otras
secuencias de control de expresidn; y similares.

Cualquiera de una amplia variedad de secuencias de
control de expresidn (secuencias que controlan la expresidn
de una secuencia de nucledétidos unida operativamente a ella)
puede utilizarse en estos vectores ©para expresar las
secuencias de polinucledétidos proporcionadas en el presente
documento. Tales secuencias de control de expresidén utiles
incluyen, por ejemplo, los promotores tempranos o tardios de
sv40, CMV, vaccinia, polioma o adenovirus, el sistema lac, el
sistema trp, el sistema TAC, el sistema TRC, el sistema LTR,
el operador principal y las regiones promotoras de fago A,
las regiones de control de la proteina de recubrimiento £fd,
el promotor para la 3-fosfoglicerato guinasa u otras enzimas
glicoliticas, los promotores de la fosfatasa 4&cida (por
ejemplo, Phob), los promotores de los factores de
apareamiento tipo o de levadura, y otras secuencias conocidas
para controlar la expresién de genes de células procariodticas
o eucaridéticas o sus virus, y diversas combinaciones de los
mismos.

Se entenderd que no todos los vectores, secuencias de
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control de expresidédn y los hospederos funcionaran igualmente
bien para expresar las secuencias de polinucledtidos
proporcionadas en el ©presente documento. No todos 1los
hospederos funcionaradn igualmente bien con el mismo sistema
de expresidén. Sin embargo, una persona experimentada en la
técnica serd capaz de seleccionar los vectores apropiados,
secuencias de control de expresidédn, y los hospederos sin
excesiva experimentacidén para llevar a cabo la expresidn
deseada sin apartarse del alcance de esta invencidn. Por
ejemplo, en la seleccidén de un vector, el hospedero debe ser
considerado porque el vector debe funcionar en él. El1 numero
de copia del vector, la capacidad de controlar el nuUmero de
copias, vy la expresién de cualquier otra proteina codificada
por el vector, tales como marcadores de antibiéticos, también
se considerarén.

En la seleccién de una secuencia de control de
expresién, normalmente se considerardn una diversidad de
factores. Estos incluyen, por ejemplo, la fuerza relativa del
sistema, su controlabilidad, vy su compatibilidad con 1la
secuencia de nucledtidos particular o gen para ser expresado,
particularmente en lo relativo a las estructuras secundarias
potenciales. Hospederos unicelulares apropiados seréan
seleccionados mediante la consideracidén de, por ejemplo, su
compatibilidad con el vector elegido, sus caracteristicas de

secrecidén, su capacidad para plegar proteinas correctamente,
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y sSus requerimientos de fermentacidn, asi como la toxicidad
para el hospedero del producto codificado por la secuencia de
nucledtido a ser expresada, y la facilidad de purificacidén de
los productos de expresidn.

En la preparacidén del casete de expresidn, los diversos
polinucledtidos pueden ser manipulados, <con el fin de
proporcionar las secuencias de polinucledtidos en 1la
orientacidén apropiada y, si es apropiado, en el marco de
lectura apropiado. Con este fin, se pueden emplear
adaptadores o enlaces para unir los polinucledbdtidos u otras
manipulaciones pueden estar involucrados para proporcionar
sitios de restriccidén convenientes, eliminacién de ADN
superfluo, eliminacidén de sitios de restriccidén, o similares.
Por ejemplo, los enlazadores tales como dos glicinas pueden
afladirse entre los polipéptidos. Los residuos de metionina
codificadas por las secuencias de nucledtidos atg se pueden
afiladir para permitir la iniciacidén de la transcripcidn
génica. Para este propodésito, la mutagénesis in vitro,
reparacioén de cebadores, restriccidn, hibridacién,
resubstituciones, por ejemplo, transiciones y transversiones,
pueden estar involucrados.

Ademds se proporciona un método para producir un
polipéptido que comprende expresar un polinucledétido que
codifica una proteina de fusidén descrita en este documento en

una célula hospedera bajo condiciones apropiadas que permiten
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la produccidén del polipéptido y recuperacidn del polipéptido
producido de este modo.
IV. Métodos de uso

Se proporcionan varios métodos para modular una
respuesta inmune.

Tal como se utiliza aqui, el término “modular” incluye
inducir, inhibir, potenciar, elevar, aumentar o disminuir una
actividad o respuesta dada.

Por “sujeto” se entiende mamiferos, por ejemplo,
primates, seres humanos, animales domésticos vy agricolas,
tales como, pero no limitado a, perros, gatos, vacas,
caballos, cerdos, ovejas, y similares. En una modalidad, el
sujeto sometido a tratamiento con las formulaciones
farmacéuticas proporcionadas en este documento es un humano.

Una “cantidad terapéuticamente eficaz” de una proteina
de fusidén de IL-2/IL-2Ra se refiere a la cantidad de 1la
proteina de fusidén de IL-2/IL-2Ra suficiente para provocar
una respuesta biolbdgica deseada. Como se apreciard por una
persona experimentada en la técnica, la cantidad absoluta de
una proteina de fusién de IL-2/IL-2Ra particular que es
eficaz puede variar dependiendo de factores tales como el
punto final bioldégico deseado, la proteina de fusidén de IL-
2/IL-2Ra a ser suministrada, la célula o tejido objetivo, vy
similares. Una persona experimentada en la técnica entenderé

ademads que una cantidad eficaz se puede administrar en una
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dosis unica, o puede lograrse mediante la administracidén de
dosis multiples (es decir, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o
mas dosis).

i. Métodos para aumentar una respuesta Iinmune

Se proporcionan varios métodos para aumentar la
respuesta inmune en un sujeto. Tales métodos comprenden
administrar a un sujeto en necesidad de un aumento en la
respuesta inmune de una cantidad terapéuticamente eficaz de
una proteina de fusién de IL-2/IL-2Ra. Como tal, en
modalidades especificas, la aplicacidén transitoria de dosis
méds altas de IL-2 se emplean para respuestas efectoras
inmunes y de memoria reforzadas.

Se reconoce ademas que las diversas proteinas de fusidn
de IL-2/IL-2Ra se puede utilizar en combinacidén con un
antigeno para aumentar la respuesta inmune al antigeno. Por
lo tanto, la proteina de fusién de IL-2/IL-2Ra también se
puede utilizar como un adyuvante de vacuna, especialmente
para mejorar la memoria inmune mediada por células
reforzadas.

Por ejemplo, la proteina de fusién de IL-2/IL-2Ra se
puede utilizar para mejorar una preparacidédn de vacuna. Por 1lo
tanto, las diferentes proteinas de fusién de IL-2 IL-2Ra son
utiles para aumentar la eficacia de las vacunas contra el
cancer o para vacunas dJue sSon poco inmunogénicas. Se

proporcionan ademds métodos para aumentar la eficacia o 1la
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inmunogenicidad de una vacuna en un sujeto, o la superacidn
de una respuesta inmune suprimida a una vacuna en un sujeto,
incluyendo (1) administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente eficaz de una proteina de fusidén de IL-2/IL-

2Rt y (ii) administrar al sujeto una vacuna.

Por “wvacuna” se entiende una composicidén util para
estimular una respuesta inmune especifica (o respuesta
inmunogénica) en un sujeto. En algunas modalidades, la
respuesta inmunogénica es protectora o proporciona
inmunidad protectora. Por ejemplo, en el caso de un

organismo causante de la enfermedad de la vacuna permite al
sujeto resistir mejor la infeccidédn con o progresidén de 1la
enfermedad del organismo contra el que se dirige la vacuna.
Alternativamente, en el caso de wun céancer, la wvacuna
refuerza las defensas naturales del sujeto contra el céncer
que ya se ha desarrollado. Estos tipos de wvacunas también
pueden impedir que el mayor crecimiento de los canceres
existentes, ©prevenir la recurrencia de céancer que se
tratan, y/o eliminar las células cancerosas no muertas por
los tratamientos previos.

Las vacunas representativas incluyen, pero no se limitan
a, las wvacunas contra la difteria, tétanos, tosferina,
poliomielitis, sarampidén, paperas, rubéola, hepatitis B,
Haemophilus influenzae tipo b, varicela, meningitis, virus de

la inmunodeficiencia humana, tuberculosis, virus de Epstein



10

15

20

25

44

Barr, paludismo, hepatitis E, dengue, rotavirus, herpes,
virus del papiloma humano y céncer. Las vacunas de interés
incluyen 1las dos vacunas que han sido autorizadas por la
Administracidén de Alimentos y Farmacos de Estados Unidos para
prevenir las infecciones de virus que pueden conducir al
cancer: la vacuna contra la hepatitis B, que previene la
infecciébn por el wvirus de la hepatitis B, un agente
infeccioso asociado con el céancer de higado (MMWR Morb.
Mortal. Wkly. Rep. 46: 107-09, 1997); vy Gardasil™, que
previene la infeccidén con los dos tipos de virus del papiloma
humano que en conjunto causan el 70 por ciento de los casos
de céancer de cuello uterino en todo el mundo (Speck and
Tyring, Skin Therapy Lett. 11: 1-3, 2006). Otras vacunas de
tratamiento de interés como vacunas terapéuticas para el
tratamiento del céncer, céancer cervical, linfoma de células
foliculares B no Hodgkin, céncer de rifndén, melanoma cutdneo,
melanoma ocular, cancer de préstata y mieloma multiple.

Por “mejoramiento de la eficacia” o “mejoramiento de la
inmunogenicidad” con respecto a una vacuna se pretende
mejorar un resultado, por ejemplo, tal como se mide por un
cambio en un valor especifico, tal como un aumento o una
disminucién de un pardmetro particular de una actividad de
una vacuna asociada con la dinmunidad protectora. En una
modalidad, el mejoramiento se refiere a por lo menos un 5%,

10%, 25%, 50%, 100% o un aumento superior al 100% en un
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paradmetro particular. En otra modalidad, el mejoramiento se
refiere a por lo menos una disminucidédn de 5%, 10%, 25%, 50%,
100% o mayor que 100% en un parametro particular. En un
ejemplo, el mejoramiento de la eficacia/inmunogenicidad de
una vacuna se refiere a un aumento en la capacidad de 1la
vacuna para inhibir o tratar la progresidén de la enfermedad,
tal como por lo menos un aumento de 5%, 10%, 25%, 50%, 100%,
o mayor dgque 100% de la eficacia de la wvacuna para ese
propdésito. En un ejemplo adicional, el mejoramiento de 1la
eficacia/inmunogenicidad de wuna vacuna se refiere a un
aumento en la capacidad de la vacuna para reclutar las
defensas naturales del sujeto contra el cancer que ya se ha
desarrollado, tal como por lo menos un aumento de 5%, 10%,
25%, 50%, 100%, o mayor al 100% en la eficacia de la vacuna
para ese propobdsito.

Del mismo modo, ©por “superar una respuesta inmune
suprimida” con respecto a una vacuna se pretende mejorar un
resultado, por ejemplo, tal como se mide por un cambio en un
valor especifico, tal como un retorno a un valor
anteriormente positivo en un parametro particular de una
actividad de una vacuna asociada con la inmunidad protectora.
En una modalidad, superacién refiere a por lo menos 5%, 10%,
25%, 50%, 100% o un aumento superior al 100% en un parametro
particular. En un ejemplo, la superacidén de una respuesta

inmune suprimida a una vacuna se refiere a una renovada
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capacidad de la vacuna para inhibir o tratar la progresidn de
la enfermedad, tal como por lo menos una renovacidén de 5%,
10%, 25%, 50%, 100, o mayor que 100% en la eficacia de 1la
vacuna para ese propdésito. En un ejemplo adicional, la
superacidén de una respuesta inmune suprimida a una wvacuna se
refiere a una renovada capacidad de la vacuna para reclutar
las defensas naturales del sujeto contra el cancer que ya se
ha desarrollado, tales como por lo menos una renovacidn de
25%, 50%, 100%, o mayor de 100% en la eficacia de la vacuna
para ese propdsito.

Por “cantidad terapéuticamente eficaz” se entiende una
cantidad que es Gtil en el tratamiento, ©prevencién o
diagndéstico de una enfermedad o condicidén. Como se usa en el
presente documento, una cantidad terapéuticamente eficaz de
una proteina de fusién de IL-2/IL-2Ra es una cantidad que,
cuando se administra a un sujeto, es suficiente para lograr
un efecto deseado, tal como la modulacién de una respuesta
inmune en un sujeto sin causar un efecto citotdxico
sustancial en el sujeto. Como se indicdé anteriormente, una
cantidad terapéuticamente eficaz de una proteina de fusidén de
IL-2/IL-2Ra se puede administrar a un sujeto para aumentar
una respuesta inmune, mejorar la respuesta dinmune a un
antigeno, mejorar la eficacia o la inmunogenicidad de una
vacuna en un sujeto, O para superar una respuesta inmune

suprimida a una vacuna. La cantidad eficaz de una proteina de
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fusién de IL-2/IL-2Ra Util para modular las funciones
dependerd del sujeto a ser tratado, la gravedad de la
afeccién, y la forma de administracidén de la proteina de
fusién de IL-2/IL-2Ra. Las dosis ejemplares incluyen
aproximadamente 10% hasta aproximadamente 107 IU de actividad
de IL-2 por adulto, aproximadamente 10% a 10> IU de actividad
de IL-2 por adulto, aproximadamente 10° a aproximadamente 10°
IU de actividad de IL-2 por adulto, aproximadamente 10° a
aproximadamente 107 IU de la actividad de IL-2 por adulto. En
otros casos, la dosis terapéuticamente eficaz de la proteina
de fusién de IL-2/IL-2Ra es de aproximadamente 10° IU de la
actividad de IL-2 £ 100 veces, es de aproximadamente 10° IU
de actividad de IL-2 + 10 veces, aproximadamente 10> IU de
actividad de IL-2 + 2 veces, aproximadamente 10° IU de
actividad de 1IL-2 + 20 veces, aproximadamente 10° IU de

actividad de 1IL-2 + 30 veces, aproximadamente 10° IU de

actividad de IL-2 + 40 veces, aproximadamente 10> IU de la
actividad de IL-2 £ 50 veces, aproximadamente 10° IU de la
actividad de IL-2 + 60 veces, aproximadamente 10° IU de la
actividad de IL-2 + 70 veces, aproximadamente 10°> IU de la

actividad de IL-2 + 80 veces, o aproximadamente 10° IU de la
actividad de IL-2 £ 90 veces. En una modalidad especifica no
limitante, una proteina de fusién IL-2 humana se administra
en esta dosis.

En una modalidad, el estadndar de referencia para la
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proteina de fusidén de IL-2 de ratdn es la IL-2 de ratdn es de
eBiosciences (Nimero de Catalogo: 14-8021) . En  pocas
palabras, la biocactividad de la IL-2 de ratdén de eBioscience
es como sigue: La ED50 de esta proteina, como se mide por el
ensayo de proliferacién de células CTLL-2, es menor que O
igual a 175 pg/mL. Esto corresponde a una actividad
especifica de mads de o igual a 5.7 x 10° Unidades/mg.

En otra modalidad, el estadndar de referencia para la
proteina de fusidén de IL-2 humana es el farmaco de IL-2
humana de Aldesleukina (Proleukin). Por 1lo tanto, las
proteinas de fusidén de IL-2 descritas en este documento estan
directamente comparadas con la proteina de fusién con el
farmaco de IL-2 que se utiliza en dosis baja o alta dosis de
la terapia con IL-2. La actividad de IL-2 para IL-2 de ratédn
y de humano utilizan el mismo ensayo y su actividad en
unidades/mg son similares. Con respecto al farmaco de IL-2
humana, es decir, aldesleukina (Proleukin), la medida
estandar de una cantidad de IL-2 es la unidad internacional
(IU), que técnicamente no es una cantidad fija, pero 1la
cantidad que produce un efecto fijo en un ensayo especifico
de la actividad bioldgica, es decir, ensayo de proliferacidn
de CTLL. En la practica, 1la fabricacién de IL-2 ha sido
estandarizada y hay una conversidén entre el peso de farmaco y
unidades internacionales. Es 1.1 mg de IL-2 = 18 millones de

IU (abreviado 18 MIU).
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Se entiende ademds que las dosis apropiadas de un agente
funcional dependen de 1la potencia del agente activo con
respecto a la actividad a ser modulada. Tales dosis
apropiadas pueden determinarse usando los ensayos descritos
en el presente documento. Ademéds, se entiende que el nivel de
dosis especifica para cualquier sujeto animal particular
dependerd de una variedad de factores incluyendo la actividad
del compuesto especifico empleado, la edad, peso corporal,
salud general, sexo y dieta del sujeto, el tiempo de
administracidén, la via de administracidén, la velocidad de
excrecién, y/o cualquier combinacién de farmacos.

Cuando la administracidédn es con el ©propdésito de
tratamiento, la administracién puede ser, vya sea para un
propdésito profildctico o terapéutico. Cuando se proporciona
profildcticamente, la sustancia se proporciona antes de
cualquier sintoma. La administracién profildctica de 1la
sustancia sirve para prevenir o atenuar cualgquier sintoma
posterior. Cuando se proporciona terapéuticamente, la
sustancia se proporciona en (o poco después) la aparicién de
un sintoma. La administracidén terapéutica de 1la sustancia
sirve para atenuar cualquier sintoma real.

La persona experimentada en la técnica apreciard dque
ciertos factores pueden influir en la dosis requerida para
tratar efectivamente un sujeto, incluyendo, pero no limitado

a, la gravedad de la enfermedad o trastorno, tratamientos
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previos, la salud general vy/o edad del sujeto, vy otras
enfermedades presentes. Ademas, el tratamiento de un sujeto
con una cantidad terapéuticamente eficaz de una proteina de
fusién de IL-2/IL-2Ra puede incluir un solo tratamiento o,
preferiblemente, puede incluir una serie de tratamientos.
También se apreciarda que la dosificacidén eficaz de una
proteina de fusién de IL-2/IL-2Ra wutilizada para el
tratamiento puede aumentar o disminuir en el transcurso de un
tratamiento particular. Los cambios en 1la dosis pueden
resultar y ser evidentes a partir de los resultados de 1los
ensayos de diagndéstico como se describe aqui.

Las cantidades terapéuticamente eficaces de una proteina
de fusidén de IL-2/IL-2Ra se pueden determinar mediante
estudios con animales. Cuando se wutilizan ensayos con
animales, se administra wuna dosis para proporcionar una
concentracién in vivo objetivo similar a la que se ha
demostrado ser eficaz en los ensayos de animales.

ii. Métodos para disminuir una respuesta inmune

Se proporcionan varios métodos para disminuir la
respuesta inmune en un sujeto. Tales métodos comprenden
administrar a un sujeto en necesidad de una disminucidén en la
respuesta inmune de una cantidad terapéuticamente eficaz de
una proteina de fusidén de IL-2/IL-2Ra.

Hay mucho interés de aprovechar el poder de supresidn de

Tregs para inhibir las respuestas inmunes no deseadas. Los
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datos en el ratdn y el hombre muestran que el mejoramiento de
la seflalizacidén de IL-2R con una dosis baja de IL-2 aumenta
selectivamente las Tregs % mejora los mecanismos
tolerogénicos inmunes. Las proteinas de fusidén de IL-2/IL-2Rx
proporcionadas en este documento representan una nueva Yy
mejorada forma de IL-2 que mejora mas potencialmente las
Tregs. Por lo tanto, las proteinas de fusidén de IL-2/IL-2Rx
se pueden administrar a pacientes con enfermedades
autoinmunes, enfermedades crdénicas del injerto contra el
hospedero, reacciones de rechazo de trasplantes, y otras
condiciones en donde el objetivo es suprimir la auto-
reactividad.

Por ejemplo, una cantidad terapéuticamente eficaz de una
proteina de fusidén de IL-2/IL-2Ra que promueve la tolerancia
inmune puede encontrar uso, por ejemplo, en el tratamiento de
un sujeto que tiene una enfermedad autoinmune o un trastorno
inflamatorio, incluyendo pero no limitado a, los rechazos de
injertos y alergias. Por lo tanto, en una modalidad, se
proporciona un método de tratamiento de un sujeto que tiene
un trastorno autoinmune o inflamatorio. Tal método comprende
la administracién al sujeto de una cantidad terapéuticamente
eficaz de una proteina de fusidén de IL-2/IL-2Ra.

Los ejemplos no limitantes de trastornos autoinmunes gque
pueden ser tratados o prevenidos incluyen diabetes tipo 1,

esclerosis multiple, artritis reumatoide, enfermedad celiaca,
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lupus eritematoso sistémico, artritis idiopatica Jjuvenil,
enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa o esclerosis sistémica,
enfermedad del injerto contra hospedero, vasculitis inducida
por HCV, alopecia areata o psoriasis.

Enfermedades autoinmunes adicionales incluyen aquellas
en las que ya es una indicacidén de que las Tregs pueden
debilitarse, y se beneficiarian del mejoramiento de las Tregs
dependientes de IL-2. A este respecto, los polimorfismos de
un solo nucledétido (SNP) en IL-2, IL-2Ra, o IL-2R13 se han
asociado como un riesgo genético para la diabetes tipo 1,
esclerosis multiple, artritis reumatoide, enfermedad celiaca,
lupus eritematoso sistémico, artritis idiopéatica Jjuvenil,
enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, % esclerosis
sistémica. Los estudios sugieren que el riesgo genético se
relaciona con numeros y/o actividad de Treg deterioradas.
Ademds, la terapia de 1IL-2 de Dbajas dosis ha mostrado
beneficiar a los pacientes con GvHD crénica y vasculitis
inducida por VHC. Por 1lo tanto, las poblaciones de estos
pacientes también se pueden administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de una proteina de fusidén de IL-2/IL-
2Ra.

En otras modalidades, la proteina de fusidén de IL-2/IL-
2R se puede utilizar en combinacién con un agente
terapéutico para reducir la respuesta inmune al agente (es

decir, proteinas). Por ejemplo, la proteina de fusidén de IL-
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2/IL-2Ra se puede utilizar en combinacidén con una proteina
terapéutica que debe administrarse crénicamente a un sujeto.
Por lo tanto, en una modalidad especifica, el método
comprende administrar al sujeto por lo menos un agente
terapéutico adicional en combinacién con una proteina de
fusién de IL-2/IL-2Ra. Tales agentes terapéuticos incluyen,
pero no se limitan a, una citoquina, un glucocorticoide, una
antraciclina (por ejemplo, doxorrubicina o epirrubicina), una
fluoroquinolona (por ejemplo, ciprofloxacina), un antifolato
(por ejemplo, metotrexato), un antimetabolito (por ejemplo,
fluorouracilo) , un inhibidor de 1la topoisomerasa (por
ejemplo, camptotecina, irinotecdn o etopdsido), un agente
alquilante (por ejemplo, ciclofosfamida, ifosfamida,
mitolactol, o melfalédn), un antiandrdégeno (por ejemplo,
flutamida), un antiestrégeno (por ejemplo, tamoxifeno), un
compuesto de platino por ejemplo, cisplatino), un alcaloide
de la wvinca (por ejemplo, la vinorelbina, wvinblastina o
vindesina), o inhibidor mitético (por ejemplo, paclitaxel o
docetaxel) .

Por otra parte, la cantidad terapéuticamente eficaz de
la proteina de fusidén de IL-2/IL-2Ra ademés se puede
administrar en terapias de combinacién para aumentar las
Tregs y la tolerancia. Tales terapias de combinacidén pueden
comprender la cantidad terapéuticamente eficaz de la proteina

de fusidn de IL-2/IL-2Ro en combinacidn con anti-TNFo u otros
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agentes para inhibir las respuestas inflamatorias.

La cantidad terapéuticamente eficaz de una proteina de
fusién de IL-2/IL-2Ra Util para disminuir una respuesta
inmune dependerd del sujeto que se es tratado, la gravedad de
la afeccidén, y la forma de administracidén de la proteina de
fusién de IL-2/IL-2Ra. Las dosis ejemplares incluyen
aproximadamente 10° IU a aproximadamente 10°® IU de actividad
de IL-2 por adulto o aproximadamente 10¢ IU a aproximadamente
10 IU de actividad de IL-2 por adulto. Las dosis ejemplares
incluyen aproximadamente 10° a aproximadamente 10°® TIU de
actividad de IL-2 por adulto, aproximadamente 103 a
aproximadamente 10¢% IU de actividad de 1IL-2 por adulto,
aproximadamente 10% a aproximadamente 10° IU de actividad de
IL-2 por adulto, aproximadamente 10% a 10° IU de actividad de
IL-2 por adulto, o aproximadamente 10° a aproximadamente 10°
IU de actividad de IL-2 por adulto. En otros casos, la dosis
terapéuticamente eficaz de la proteina de fusidén de IL-2/IL-
2Ra es de aproximadamente 10 IU de actividad de IL-2 + 100
veces, es de aproximadamente 10% IU de actividad de IL-2 % 10
veces, aproximadamente 10% IU de actividad de IL-2 * 2 veces,
aproximadamente 10% IU de actividad de 1IL-2 + 20 veces,

aproximadamente 10¢% IU de actividad de 1IL-2 + 30 veces,

aproximadamente 10% IU de actividad de 1IL-2 + 40 veces,
aproximadamente 10¢% IU de actividad de 1IL-2 + 50 veces,
aproximadamente 10¢% IU de actividad de 1IL-2 + 60 veces,
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aproximadamente 10% IU de actividad de IL-2 * 70 veces,
aproximadamente 10¢ IU de actividad de IL-2 + 80 veces, o
aproximadamente 10% IU de actividad de IL-2 + 90 veces. En
una modalidad especifica no limitante, una proteina de fusidn
de IL-2 humana se administra a esta dosis.

En una modalidad, el estandar de referencia para la
proteina de fusidn de ratdn de IL-2 es la IL-2 de ratdn es de
eBiosciences (Numero de Catalogo: 14-8021). En resumen, la
biocactividad de IL-2 de ratdén de eBioscience es como sigue:
La ED50 de esta proteina, como se mide por el ensayo de
proliferacidén de células CTLL-2, es menor que o igual a 175
pg/mL. Esto corresponde a una actividad especifica de mas de
o igual a 5.7 x 10° unidades/mg.

En otra modalidad, el estdndar de referencia para la
proteina de fusién de IL-2 humana es el farmaco de IL-2
humana Aldesleukina (Proleukin). Por lo tanto, las proteinas
de fusién de IL-2 descritas en este documento son
directamente comparadas con la proteina de fusién con el
fadrmaco de IL-2 que se utiliza en la terapia de IL-2 de dosis
baja o dosis alta. La actividad de IL-2 para IL-2 de ratdn vy
de humano wutilizan el mismo ensayo y su actividad en
unidades/mg son similares. Con respecto al farmaco de IL-2
humana, es decir, aldesleukina (Proleukin), la medida
estédndar de una cantidad de IL-2 es la unidad internacional

(IU), que técnicamente no es una cantidad fija, pero 1la
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cantidad que produce un efecto fijo en un ensayo especifico
de la actividad bioldgica, es decir, ensayo de proliferacidn
de CTLL. En la practica, 1la fabricacidédn de IL-2 ha sido
estandarizada y hay una conversidén entre el peso de farmaco y
las unidades internacionales. Esto es 1.1 mg de IL-2 = 18
millones de IU (abreviado 18 MIU).

Se entiende ademds que las dosis apropiadas de un agente
funcional dependen de la potencia del agente activo con
respecto a la expresidén o actividad a ser modulada. Tales
dosis apropiadas pueden determinarse usando 1los ensayos
descritos en el presente documento. Ademds, se entiende que
el nivel de dosis especifica para cualgquier sujeto animal
particular dependerd de una variedad de factores incluyendo
la actividad del compuesto especifico empleado, la edad, peso
corporal, salud general, sexo y dieta del sujeto, el tiempo
de administracidn, la via de administracidn, la velocidad de
excrecién, y/o cualquier combinacién de farmacos.

Cuando la administracién es con el propdsito de
tratamiento, la administracién puede ser, ya sea para un
propdsito profilactico o terapéutico. Cuando se
proporciona profiladcticamente, la sustancia se
proporciona antes de cualguier sintoma. La administracidn
profildctica de la sustancia sirve para prevenir o
atenuar cualquier sintoma posterior. Cuando se

proporciona terapéuticamente, la sustancia se proporciona
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en (o poco después) la aparicidn de un sintoma. La
administracidén terapéutica de la sustancia sirve para
atenuar cualguier sintoma real.

La persona experimentada en la técnica apreciara dque
ciertos factores pueden influir en la dosis requerida para
tratar efectivamente un sujeto, incluyendo, pero no limitado
a la severidad de la enfermedad o trastorno, tratamientos
previos, la salud general vy/o edad del sujeto, y otras
enfermedades presentes. Ademas, el tratamiento de un sujeto
con una cantidad terapéuticamente eficaz de una proteina de
fusién de IL-2/IL-2Ra puede incluir un solo tratamiento o,
preferiblemente, puede incluir wuna serie de tratamientos.
También se apreciard que la dosificacidén eficaz de una
proteina de fusién de IL-2/IL-2Ra utilizada para el
tratamiento puede aumentar o disminuir en el transcurso de un
tratamiento particular. Los cambios en 1la dosis pueden
resultar y ser evidentes a partir de los resultados de 1los
ensayos de diagnéstico como se describe aqui.

Las cantidades terapéuticamente eficaces de una proteina
de fusidén de IL-2/IL-2Ra se pueden determinar mediante
estudios con animales. Cuando se utilizan ensayos con
animales, se administra wuna dosis para proporcionar una
concentracién de tejido objetivo similar a la gque ha mostrado
ser eficaz en los ensayos con animales.

iii. Composicidon Farmacéutica
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Las diferentes proteinas de fusidén de IL-2/IL-2Rx
descritas en este documento (también denominadas aqui como
“compuestos activos”) se pueden incorporar en composiciones
farmacéuticas apropiadas para la administracidn. Tales
composiciones comprenden tipicamente la proteina de fusidn y
un portador farmacéuticamente aceptable. Como se utiliza en
este documento el lenguaje ‘“portador farmacéuticamente
aceptable” pretende incluir cualquiera y todos los solventes,

medios de dispersidn, recubrimientos, agentes antibacterianos

y antifingicos, agentes isotdnicos y retardantes de
absorcidn, y similares, compatibles con administracidn
farmacéutica. E1 uso de tales medios y agentes ©para

sustancias farmacéuticamente activas son bien conocidos en la
técnica. Excepto en la medida en gque cualquier medio o agente
convencional sea incompatible con el compuesto activo, su uso
en las composiciones estd contemplado. Compuestos activos
suplementarios también se pueden incorporar en las
composiciones.

Una composicién farmacéutica de la invencién es
formulada para ser compatible con su via de administracién
prevista. Los ejemplos de vias de administracidén incluyen
administracién parenteral, por ejemplo, intravenosa,
intradérmica, subcutédnea, oral (por ejemplo, inhalacidn),
transdérmica (tdépica), e transmucosal. Ademds, puede ser

deseable administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de
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la composicién farmacéutica de forma local a un A&rea en
necesidad de tratamiento. Esto se puede conseguir mediante,
por ejemplo, infusidén local o regional o perfusidén durante la
cirugia, aplicacidn tépica, por inyeccién, catéter,
supositorio o implante (por ejemplo, los implantes formados a
partir de materiales porosos, no porosos, o gelatinosos,
incluyendo membranas, tales como membranas sialédsticas o
fibras), y similares. En otra modalidad, la cantidad
terapéuticamente eficaz de la composicidén farmacéutica se
administra en una vesicula, tales como liposomas (ver, por
ejemplo, Langer, Science 249: 1527-1533, 1990 and Treat et
al, in Liposomes in the Therapy of Infectious Disease and
Cancer, Lépez Berestein and Fidler (eds.), Liss, N. Y., pp.
353-65, 1989).

En aun otra modalidad, 1la cantidad terapéuticamente
eficaz de la composicién farmacéutica se puede suministrar en
un sistema de liberacidén controlada. En un ejemplo, se puede
utilizar una bomba (ver, por ejemplo, Langer, Science 249:
1527-33, 1990; Sefton, Crit. Rev. Biomed. Eng. 14:201-40,
1987; Buchwald et al, Surgery 88:507-16, 1980; Saudek et al.,
N. Engl. J. Med. 321 :574-79, 1989). En otro ejemplo, se
pueden utilizar materiales poliméricos (ver, por ejemplo,
Levy et al., Science 228: 190-92, 1985; During et al., Ann.
Neurol. 25:351-56, 1989; Howard et al., J. Neurosurg. 71:

105-12, 1989). Otros sistemas de liberacidén controlada, tales
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como los descritos por Langer (Science 249: 1527-1533, 1990),
también se pueden utilizar.

Las soluciones o suspensiones usadas para aplicacidn
parenteral, intradérmica, o subcutdnea pueden incluir 1los

siguientes componentes: un diluyente estéril tal como agua

para inyeccién, solucidn salina, aceites fijos,
polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol u otros
solventes sintéticos; agentes antibacterianos tales como

alcohol bencilico o parabenos de metilo; antioxidantes tales
como acido ascdrbico o bisulfito de sodio; agentes quelantes
tales como acido etilendiaminotetraacético; soluciones
amortiguadoras tales como acetatos, citratos o fosfatos vy
agentes para el ajuste de la tonicidad tales como cloruro de
sodio o dextrosa. El pH se puede ajustar con acidos o bases,
tales como &4cido clorhidrico o hidréxido de sodio. La
preparacién parenteral puede ser encapsulada en ampollas,
jeringas desechables, o viales de multiples dosis hechos de
vidrio o pléastico.

Las composiciones farmacéuticas apropiadas para uso
inyectable incluyen soluciones acuosas estériles (en donde
soluble en agua) o dispersiones y polvos estériles para la
preparacidén extemporanea de soluciones o dispersiones
inyectables estériles. Para la administracién intravenosa,
los portadores apropiados incluyen solucidn salina

fisioldgica, agua bacteriostéatica, Cremophor ELO (BASF;
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Parsippany, NJ) o solucién salina amortiguada con fosfato
(PBS). En todos los casos, la composicidén debe ser estéril y
debe ser fluida en la medida en gue exista wuna facil
inyectabilidad. Debe ser estable bajo las condiciones de
fabricacién y almacenamiento y debe preservarse contra la
accidén contaminante de microorganismos tales como bacterias vy
hongos. El portador puede ser un solvente o medio de
dispersidén que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol
(por ejemplo, glicerol, propilenglicol, vy polietilenglicol
liquido, y similares), y mezclas apropiadas de los mismos. La
fluidez apropiada puede mantenerse, por ejemplo, por el uso
de un recubrimiento tal como lecitina, mediante el
mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de
dispersién y por el uso de tensioactivos. La prevencidn de la
accién de microorganismos se puede lograr mediante diversos
agentes antibacterianos % antifungicos, por ejemplo,
parabenos, clorobutanol, fenol, &acido ascérbico, timerosal, y
similares. En muchos casos, serd preferible incluir agentes
isoténicos, por ejemplo, azlUcares, polialcoholes tales como
manitol, sorbitol, cloruro de sodio, en la composicién. La
absorcién prolongada de las composiciones inyectables puede
provocarse incluyendo en la composicidn un agente que retrasa
la absorcién, por ejemplo, monoestearato de aluminio vy
gelatina.

Las soluciones inyectables estériles se pueden preparar
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incorporando el compuesto activo en la cantidad requerida en
un solvente apropiado con una o una combinacién de
ingredientes enumerados anteriormente, segin se requiera,
seguido de esterilizacidén por filtracidn. Generalmente, 1las
dispersiones se preparan incorporando el compuesto activo en
un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersidn
basico y los otros ingredientes requeridos de los enumerados
anteriormente. En el caso de polvos estériles para la
preparacidén de soluciones inyectables estériles, los métodos
preferidos de preparacidn son secado al vacio %
liofilizacidén, que produce un polvo del ingrediente activo
més cualquier ingrediente deseado adicional de una solucidn
previamente esterilizada por filtracidén del mismo.

Para la administracidén por inhalacidén, los compuestos se
suministran en forma de una pulverizacidén de aerosol desde un
recipiente presurizado o dispensador gue contiene un
propulsor apropiado, por ejemplo, un gas tal como diéxido de
carbono, o un nebulizador.

La administracién sistémica también puede ser por via
transmucosa o transdérmica. Para administraciédn transmucosa o
transdérmica, penetrantes apropiados para la barrera a ser
permeada se utilizan en la formulacidén. Tales penetrantes son
generalmente conocidos en la técnica, e incluyen, ©por
ejemplo, para la administracidén transmucosa, detergentes,

sales biliares v derivados de acido fusidico. La
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administracidén transmucosa puede lograrse a través del uso de
aerosoles nasales o supositorios. Para la administracidn
transdérmica, los compuestos activos se formulan en pomadas,
badlsamos, geles o cremas como se conoce dJgeneralmente en la
técnica. Los compuestos también se pueden preparar en forma
de supositorios (por ejemplo, con Dbases de supositorio
convencionales tales como manteca de cacao y otros
glicéridos) o enemas de retencidén para la administracién
rectal.

En una modalidad, los compuestos activos se preparan con
portadores que protegeran el compuesto contra la eliminacidn
rapida del cuerpo, tal como una formulacidén de liberaciédn
controlada, gque incluye implantes y sistemas de liberacién
microencapsulados. Se pueden utilizar polimeros
biodegradables, biocompatibles, tales como acetato de vinil
etileno, polianhidridos, dcido poliglicélico, colageno,
poliortoésteres, y é&cido poliléctico. Los métodos para la
preparacién de tales formulaciones serdn evidentes para las
personas experimentadas en la técnica. Los materiales
también pueden obtenerse comercialmente de Alza Corporation y
Nova Pharmaceuticals, Inc. Las suspensiones liposomales
(incluyendo liposomas dirigidas a células infectadas con
anticuerpos monoclonales para antigenos virales) también se
puede utilizar como portadores farmacéuticamente aceptables.

Estos se pueden preparar de acuerdo con métodos conocidos por
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las personas experimentadas en la técnica, por ejemplo, como
se describe en la patente Estadounidense No. 4,522,811.

Es especialmente ventajoso formular composiciones orales
o parenterales en forma de wunidad de dosificacién para
facilidad de administracidén y uniformidad de dosificacidn.
Forma de dosificacidén unitaria tal como se utiliza aqui se
refiere a unidades fisicamente discretas apropiadas como
dosis unitarias para el sujeto a ser tratado con cada unidad
que contiene una cantidad predeterminada de compuesto activo
calculada para producir el efecto terapéutico deseado en
asociacién con el portador farmacéutico requerido. La
especificacién para las formas unitarias de dosificacidén de
la invencidén estd dictada por y depende directamente de las
caracteristicas tunicas del compuesto activo y el efecto
terapéutico particular a ser logrado, y de las limitaciones
inherentes en la técnica de la composicién de tal compuesto
funcional para el tratamiento de individuos.

Las composiciones farmacéuticas pueden incluirse en un
recipiente, paquete, o dispensador junto con instrucciones
para la administracién.

iv. Kits

Como se usa en este documento, un “kit” comprende
una proteina de fusidén de IL-2/IL-2Ra para su uso en la
modulacién de la respuesta inmune, como se describe en

este documento. Los términos “kit” y “sistema”, como se
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usan en el presente documento estédn ©previstos para
referirse a por lo menos una o mas proteinas de fusidn de
IL-2/IL-2Ra gque, en modalidades especificas, estdn en
combinacidédn con uno o mas de otros tipos de elementos o
componentes (por ejemplo, otros tipos de reactivos
biogquimicos, recipientes, envases, tales como envases
previstos para la venta comercial, instrucciones de uso,
y similares).
V. Identidad de Secuencia

Como se describidé anteriormente, se proporcionan
variantes activas y fragmentos de las proteinas de fusidn
de IL-2/IL-2Ra o el polinucledétido que codifica 1las
mismas, incluyendo los diversos componentes de la
proteina de fusidén de 1IL-2/ L-2Ra. Tales componentes
incluyen, IL-2, el dominio extracelular de IL-2Ra, las
secuencias de enlace o la secuencia Kozak. La actividad
retenida por la variante activa o fragmento de 1la
proteina de fusidén o un componente dado de la proteina de
fusidén se discute en més detalle en este documento.

Tales variantes pueden tener por lo menos 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o, o 99% de identidad
de secuencia con un polipéptido o polinucledtido de
referencia dado. Un fragmento puede comprender por 1lo
menos 10, 20, 30, 50, 75, 100, 200, 300, 400, 500, 600,

700, 800, 900, 1000, 1500, 2000 nucledtidos contiguos de



10

15

20

25

66

una secuencia de nucledétidos de referencia dado o hasta
toda la longitud de una secuencia de referencia de
nucledétidos dada; o un fragmento puede comprender por 1lo
menos 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 75, 80, 90, 100, 110,
120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200 aminoécidos
contiguos o hasta la longitud completa de una secuencia
de polipéptidos de referencia dado.

Como se usa en el presente documento, Y“identidad de
secuencia” o “identidad” en el contexto de dos secuencias
de polinucledtidos o de polipéptidos hace referencia a
los residuos en las dos secuencias que son iguales cuando
se alinean para una correspondencia maxima sobre una
ventana de comparacidédn especificada. Cuando se utiliza el
porcentaje de identidad de secuencia en referencia a
proteinas se reconoce que las posiciones de residuos gue
no son idénticas frecuentemente difieren por
sustituciones de aminodcidos conservadoras, en donde los
residuos de aminodcidos estadn sustituidos ©por otros
residuos de aminodcidos con propiedades quimicas
similares (por ejemplo, carga o hidrofobicidad) y por 1o
tanto no cambian las propiedades funcionales de 1la
molécula. Cuando las secuencias difieren en sustituciones
conservadoras, el porcentaje de la identidad de secuencia
puede ajustarse hacia arriba para corregir la naturaleza

conservadora de la sustitucién. Las secuencias qgue
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difieren por tales sustituciones conservadoras se dice
que tienen Y“similitud de secuencia” o Ysimilitud”. Los
Medios para hacer este ajuste son bien conocidos por las
personas experimentadas en la técnica. Tipicamente esto
implica calificar una sustitucidén conservadora como una
incompatibilidad parcial en lugar de una completa, lo que
aumenta el porcentaje de identidad de secuencia. Asi, por
ejemplo, en donde se da un aminocacido idéntico una
puntuacidén de 1 y una sustitucidén no conservadora se le
da una puntuacidén de cero, una sustitucidn conservadora
se le da una puntuacidén entre cero y 1. Se calcula 1la
puntuacidn de las sustituciones conservadoras, por
ejemplo, como es implementado en el programa PC/GENE
(Intelligenetics, Mountain View, California).

Como se usa en este documento, “porcentaje de
identidad de secuencia” significa el wvalor determinado
comparando dos secuencias o6ptimamente alineadas sobre una
ventana de comparacidn, en donde la porcidén de 1la

secuencia de poli nucledétido en la ventana de comparacidn

puede comprender adiciones o supresiones (es decir,
huecos) en comparacién con la secuencia de referencia
(que no comprende adiciones o) supresiones) para

alineacidén oé6éptima de las dos secuencias. E1 porcentaje se
calcula determinando el numero de posiciones en las que

la base de 4&cido nucleico 1idéntica o el residuo de
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aminodcido ocurre en ambas secuencias para producir el
nimero de posiciones coincidentes, dividiendo el numero
de posiciones coincidentes por el nuUmero total de
posiciones en la ventana de comparacién, y multiplicando
el resultado por 100 para dar el porcentaje de identidad
de secuencia.

A menos que se indique lo contrario, los valores de
identidad/similitud de secuencias proporcionados en este
documento se refieren al valor obtenido wutilizando GAP
Versién 10 usando 1los siguientes parametros: % de
identidad vy % de similitud para una secuencia de
nucledétidos utilizando Peso GAP de 50 y Longitud de Peso
de 3, vy la matriz de puntuacidén nwsgapdna.CMP; % de
identidad vy % de similitud para una secuencia de
aminodcidos usando peso GAP de 8 y Longitud de Peso de 2,
y la matriz de puntuacidén BLOSUM6G2; o cualgquier programa
equivalente del mismo. Por “Programa equivalente” se
entiende cualquier programa de comparacién de secuencia
que, para cualgquier par de secuencias en cuestidn, genera
una alineacidén que tiene de nucledtidos idénticos o
coincidencias de residuos de aminodcidos y un porcentaje
de identidad de secuencia idéntico en comparacidédn con la
alineacidén correspondiente generada por GAP Versidén 10.

Tal como se usa en el presente documento, los

ANY ” AN

un”, una

”

términos singulares y Yel” incluyen 1los
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referentes plurales a menos que el contexto indique

A\Y ”

claramente lo contrario. Del mismo modo, la palabra o)

ANY 4

se pretende que incluya a menos que el contexto

y
indique claramente lo contrario. Ademés, debe ser
entendido que todos 1los tamafios de base o tamafios de
aminoacidos, y todos los wvalores de peso molecular o de
masa molecular, dados para los adcidos nucleicos e}
polipéptidos son aproximados, y se proporcionan para la
descripcidn.

La materia objeto de la presente descripcidn se
ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos
no limitativos.

EXPERIMENTAL

IL-2 es un producto bioldégico que se ha utilizado en
los intentos de aumentar la respuesta inmune en pacientes
con céancer y VIH/AID. Méas recientemente se han utilizado
dosis mucho mas bajas de IL-2 para aumentar
selectivamente la tolerancia para suprimir las respuestas
inmunes no deseadas asociadas con el atague autoinmune de
los propios tejidos. Es 1importante destacar gque estas
dosis bajas de IL-2 no han mostrado signos de mejora o
re-activacién de las células T autorreactivas. Sin
embargo, IL-2 tiene inconvenientes importantes como un
agente terapéutico, incluyendo una semivida in vivo muy

corta, lo que 1limita su eficacia vy toxicidad a dosis
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altas. Por estas razones, ha sido elaborada una nueva IL-
2 bioldgica con el objetivo de mejorar su farmacocinética
y la durabilidad de 1las respuestas de wuso 1) en 1la
terapia a base de IL-2 a dosis bajas para aumentar 1las
células T reguladoras (Tregs) y la tolerancia inmune y 2)
en la terapia adyuvante con dosis méds altas para aumentar
la respuesta inmune y la memoria. Para alcanzar estos
objetivos, se han desarrollado las proteinas de fusidn de
IL-2/IL-2Ra, en donde estas fusiones se han disefiado para
aumentar la disponibilidad de IL-2 mediante el aumento
persistente de la estimulacidédn de IL-2 de los linfocitos
que portan IL-2R in vivo. Estas fusiones consisten en
proteinas modificadas genéticamente de la siguiente
manera (Fig. 1): 1) una secuencia lider de 1IL-2 due
contiene una secuencia de Kozak optimizada para 1la
traduccidén eficaz; 2) la secuencia de longitud completa
de IL-2; 3) wuna secuencia de enlazador de glicina o
glicina/serina de longitud variable; 4) la secuencia de
codificacién del dominio extracelular expresado de IL-
2Ro; 5) un separador de glicina de 2 aminoécidos; 6) una
regién de poli-histidina de seis aminocdcidos para la
purificacién; y 7) dos codones de terminacién. Las
secuencias de proteinas predichas a partir de estos ADNc
de ratones y humanos se muestran para las proteinas de

fusidén de IL-2/(GlySer)/IL-2Ra en las Figuras 22 y 2B,
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respectivamente. Estos ADNc fueron clonados en el vector
de expresidén pClneo y se utilizan para la expresidn de
estas proteinas de fusidén en las células COS7. E1
andlisis de los sobrenadantes de cultivo indicd que cada
proteina de fusidén de ratd]n exhibid biocactividad de IL-2
in vitro, con una actividad éptima asociada a la proteina
de fusidén de IL-2/(GlysSer)s/IL-2Ra (Fig. 3A7) . Por
consiguiente, la inclusidén de anti-IL-2 en este bioensayo
inhibid completamente la proliferacidn (Fig. 3B). Grandes
cantidades de IL-2/ (GlysSer)s;/IL-2Ra e IL-2/(GlysSer),/IL-
2Ra se prepararon después de la expresidén en células CHO
y se purificaron por cromatografia de afinidad a través
de la unidén de la etiqueta 6x His de 1la proteina de
fusién al nigquel inmovilizado. La proteina de fusidén de
IL-2/(GlysSer)s3/IL-2Ra de ratdn mostrd mayor biocactividad
de IL-2 que IL-2/(GlysSer),/IL-2Ra (Fig. 4A) a pesar de
que ambas proteinas de fusioén de manera similar
inhibieron la unién de dos anticuerpos anti-IL2Ra (PC 61
y 7D4) (Fig. 4B) a células gque expresan IL-2Ra, lo que
confirma una mayor actividad de la IL-2 se asocia con la
primera proteina de fusidén. La inhibicidén de la unidn de
PC61l y 7D4 también indica que la porcidén de IL-2Ra de 1la
proteina de fusioén conserva suficiente estructura
terciaria para unir estos anticuerpos. Sin embargo, estas

proteinas de fusidén no inhiben la unidén de un anticuerpo
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monoclonal (3C7) dirigido al sitio de unidén de IL-2 de
IL-2Ra, a células que expresan IL-2Ra. Este resultado
implica que la IL-2 dentro de la proteina de fusidén de
IL-2/IL-2Ra estd espacialmente cerca del sitio de unidn
de IL-2Ra (Fig. 5). El1 analisis de Western blot de estas
proteinas de fusidén mostrd que la IL-2/IL-2Ra era 55-65
kDa, con movilidad algo més rapida bajo condiciones no
reductoras, y que fue aproximadamente 15 kDa mayor que la
observada para IL-2Ra soluble (Figura 6A) . En
consecuencia, el anéalisis directo de IL-2/(GlysSer)s/IL-
2Ra de ratdédn purificada por SDS-PAGE era consistente con
una proteina de mondémero de 55-65 kDa heterogénea (Fig.
6B), qgque es el tamafio esperado para una molécula de
fusién de IL-2 (15 kDa) y IL-2Ra (40-50kDa) (Figs. 6A vy
6B), en donde IL-2Ra muestra heterogeneidad de tamafio
debido a 1la amplia glicosilacidén wvariable (Malek and
Korty, J. Immunol 136: 4092-4098, 1986). Una consecuencia
inmediata de la transduccidén de sefial dependiente de IL-2
es la fosforilacién de tirosina de STAT5 (pSTATS). EI1
tratamiento de ratones con IL-2/(GlysSer)s/IL-2Ra de ratédn
resultdé en la activacidén extensa y selectiva de pSTATS en
Tregs 30 min después del tratamiento (Fig. 7). Los
estudios de dosis-respuesta mostraron que IL-
2/ (GlysSer)s3/IL-2Ra de ratdén afectd a una serie de

actividades clave de Tregs in vivo (Figs. 8A -8D). Estos
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efectos sobre Tregs incluyen: representacidn incrementada
(Fig. 8A) y el numero (no mostrado) de Tregs en el
compartimento de células T CD4*; la sobreregulacidén de
CD25 dependiente de IL-2 (Figura 8B); proliferacidn
incrementada mientras se evalla por la expresidén del
marcador de proliferacidédn Kie6e7 (Fig. 8C); vy fraccidn
incrementada del subconjunto Treg Klrgl' diferenciado
terminalmente dependiente de IL-2 (Fig. 8D) . Estos
efectos fueron méas sorprendentes para Tregs en el bazo vy
el péancreas inflamado de los ratones diabéticos no obesos
(NOD) . 1000 wunidades de actividad de IL-2, tal como se
mide en el bioensayo CTLL IL-2 estéandar, asociadas con
IL-2/(GlysSer)3/IL-2Ra mostraron menores, pero efectos
fdcilmente medibles en Tregs (Figs. 8A - 8D). Ratones
C57/BL6 tratados con IL-2/(GlysSer)s;/IL-2Ra (2000 unidades
de actividad de IL-2) se compararon con los ratones qgue
recibieron IL-2 recombinante (25,000 unidades) o
complejos de agonistas de IL-2/anti-IL-2 (IL2/IC) (10,000
unidades de actividad de IL-2) (Fig. 9). IL-
2/ (GlysSer)s/IL-2Ra era mucho més eficaz que la IL-2
recombinante y ligeramente més eficaz gque IL2/IC en la
induccién de aumento persistente de Tregs % las
propiedades relacionadas (Fig. 9). Estos aumentos en
Tregs tolerogénicas ocurrieron en niveles menores de 5 y

12.5 veces de actividad de IL-2 en comparacidén con IL2/IC
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e IL-2 recombinante, respectivamente. Cuando se considera
la activacidén de pSTATS5 dependiente de IL-2 en Tregs
directamente ex vivo (Fig. 9), estos datos sugieren una
semivida bioldgica de aproximadamente 72 horas para IL-
2/IL-2Ra. Los ratones NOD prediabéticos se sometieron a
un tratamiento corto con bajas cantidades de IL-2/IL-2Rx
(Fig. 10). Se observd un retraso en el 1inicio de 1la
diabetes en los ratones que fueron tratados con 800 U de
actividad de IL-2 asociada con IL-2/IL-2Ra. Con respecto
a la inmunidad, la aplicacidén de una uUnica dosis alta de
IL-2/(GlysSer)s/IL-2Ra (12,000 U de la actividad de IL-2)
también aumentdé sustancialmente las respuestas de las
células T CD8*%*, especialmente las células de memoria
tuvieron larga vida (Fig. 11). ©Poco después de 1la
inmunizacidén (dia 28), células efectoras de memoria (EM)
CD44P CD62L'° CD127" dominaron el banco de memoria; Sin
embargo, al aumentar el tiempo las células memoria
central (CM) CD44" (CD62LP (CD127" agumentaron, vy las
células CM dominaron el grupo de memoria 202 dias después
de la inmunizacién (Figs. 12A - 12B). Por lo tanto, IL-
2/ (GlysSer)s/IL-2Ra funciona de una manera andloga a la
IL-2 recombinante para aumentar las Tregs tolerogénicas vy
supresoras inmunes y la inmunidad mediante el aumento de
las respuestas efectoras T/de memoria, pero exhibe

farmacocinética mejorada mediante la liberacién de tales
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respuestas : 1) en niveles inferiores eficaces de 1la
actividad de 1IL-2; 2) con respuestas Dbioldgicas méas
persistentes; y 3) la conservacidédn de la Jjerarquia con
Tregs sensibles a dosis mas bajas que las células
efectoras T/de memoria. Estos hallazgos apoyan la nocidn
de que proteinas de fusidén de IL-2/IL-2Ra representan una
clase mejorada vy nueva de farmacos para liberar 1la
actividad de IL-2 para aumentar selectivamente la
tolerancia inmune o memoria inmune cuando se administra a
la dosis y el régimen apropiados.

Las proteinas de fusidén de IL-2/IL-2Ra también fueron
producidas que comprenden IL-2 humana vy IL-2Ra humana
(Fig. 1, Fig.2B). Estos ADNc se expresaron en células CHO
y las proteinas de fusidén secretadas se purificaron en
cromatografia de afinidad de niguel en base a la etiqueta
6x-His. Las proteinas de fusidén variaron en la longitud de
los enlaces de glicina/serina de una manera andloga a los
utilizados para la IL-2/IL-2Ra de ratdédn. Todas las 4 de
las proteinas de fusidén de IL-2/IL-2Ra humanas resultantes
exhibieron biocactividad de IL-2 utilizando el ensayo de
CTLL de ratén (Fig. 13A). El1 anadlisis de Western Dblot
confirmé que la IL-2/IL-2Ra humana también mostrd wuna
banda heterogénea entre 55-60 kDa (Fig. 13B), consistente
con moléculas altamente glicosiladas esperadas para la IL-

2 relacionada con IL-2Ra. Las proteinas de fusidén de IL-
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2/IL-2Ra con los enlazadores (GsS)3 y especialmente (G4S)4
pueden tener una mayor actividad ya gque se Ve menos
proteina de fusidén a pesar de gque una cantidad equivalente
de actividad de IL-2 se cargd en cada carril (Fig. 13B).
La capacidad de la proteina de fusidén para inhibir 1la
unién de anticuerpos monoclonales anti-IL-2Ro, M-A257 vy
BC96, a las células que portan el IL-2Ra humano indica que
IL-2Rax de la proteina de fusidén conserva suficiente
estructura terciaria para unir estos anticuerpos (Fig.
14). Sin embargo, estas proteinas de fusidédn inhibieron
s6lo parcialmente la unidén de un anticuerpo monoclonal
(BC96) dirigido al sitio de unidén de IL-2 de IL-2Ra, dando
a entender que la IL-2 dentro de la proteina de fusidn de
IL-2/IL-2Ra es espacialmente cerca del sitio de unidén de
IL-2Ra. Por otra parte, se estimdé la actividad especifica
de las proteinas de fusién de IL-2/IL-2Ra de humano y de
ratén y gque contienen el enlazador (Gs3S)s3 es 80 y 2000 pM,
respectivamente, por 1 wunidad/ ml de actividad de 1la
bioactividad de IL-2. Estos valores son mucho mayores due
la actividad de 1IL-2 recombinante, que es 10 pM en 1
unidad/ml. Las actividades distintas entre IL-2/IL-2Ra de
humano y de ratdn se representaron por lo menos
parcialmente por una ineficacia relativa de la proteina de
fusidédn humana para apoyar la proliferacién de células CTLL

de ratén en el bioensayo en comparacidédn con las proteinas
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de fusidén de ratdédn o IL-2 recombinante de ratdén y de
humano (no se muestra). Estas actividades especificas
relativamente Dbajas vy los resultados de bloqueo del
anticuerpo (Figs. 5 y 12A-12B) plantearon la posibilidad
de gque existe una interaccidén intramolecular especifica
entre IL-2 y IL-2Ra en el contexto de 1la proteina de
fusidén que limita la cantidad de IL-2 en la proteina de
fusidédn para estimular las células que portan la IL-2R.
Para probar directamente esta nocidén, dos residuos de
arginina en el sitio de unidén de IL-2 del IL-2Ra de humano
(ver Robb et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 85: 5654-
5658, 1988) fueron mutados a treonina y serina. Se detectd
mucho mayor biocactividad asociada con estas proteinas de
fusidn de IL-2R mutantes (Fig. 15); la actividad
especifica de las proteinas de fusidén de IL-2/IL-2Rx
mutadas se estimdé en aproximadamente 5 pM de 1 unidad/ml
de la actividad de IL-2, un valor muy similar al IL-2
recombinante. Por lo tanto, estos datos indican gque IL-
2/IL-2Ro de humano es bioldgicamente activo y un mecanismo
de accidén especifico que da cuenta de la actividad de IL-2
prolongada en estas proteinas de fusidén es a través de una
interaccidén competitiva entre el resto de IL-2 con la
regién de unidn de IL-2 de IL-2Ra de la proteina de fusidn

y con células gue expresan el IL-2R.
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SEC
ID NO

AA/
NT

Fuente

Descripcién

1

AA

Humana

IL—sin
procesar

No. de Acc. De GenBank IL-2
myrmgllsci alslalvtns aptssstkkt
glglehilid Igmilnginn
vknpkltrmltfkfympkka telkhlgcle
eelkpleevl nlagsknfhl rprdlisnin
vivlelkgsettfmceyade tativeflnr
witfcgsiis tit

AA

Humana

IL-2-forma
madura

AAB46883 de GenBank con los
primeros 20 aa eliminados
aptssstkkt glglehilid Igmilnginn
vknpkltrmltfkfympkka telkhlgcle
eelkpleevl nlagsknfhl rprdlisnin
vivlelkgse ttfmceyade tativeflnr
witfcgsiis tit

AA

Ratdn

IL-2 sin
procesar

No.de Acc. P04351

MYSMQLASCV TLTLVLLVNS APTSSSTSSS

TAEAQQOOOQ OOOQOOHTEQ LIMDIQELLS

RMENYRNLKL PRMLTEKEYL PKOATELKDL

QOCLEDELGPL RHVLDL TQSK SFQLEDAENE
ISNIRVTVVK LKGSDNTEEC QFDDESATVV

DFLRRWIAFC QSIISTSPQ

AR

Ratdn

IL-2 forma
madura

Forma Madura del Acc. No. P04351

APTSSSTSSS TAEAQOQQOQ OQOOQOHLEQ
LIMDIQELLS RMENYRNLKL PRMLTFKEYL
PKOATELKDL QCLEDELGPL RHVLDL TQSK
SFOQLEDAENFE ISNIRVIVVK LKGSDNTFEC
QFDDESATVV DELRRWIAFC QSIISTSPQ

AA

Humana

IL-2Ra
forma sin
procesar

No. de acc. de Genebank

NP 000408.1

Mdsyllmwgl ltfimvpgcg aelcdddppe
iphatfkama ykegtmlnce
ckrgfrriksgslymlctgn sshsswdngc
gctssatrnt tkgvtpgpee gkerkttemg
spmgpvddgaslpghcreppp weneateriy
hfvvggmvyy gcvggyralh rgpaesvckm
thgktrwtgpglictgemet sgfpgeekpq
aspegrpese tsclvtttdf gigtemaatm
etsiftteyqgvavagcvfll isvlllsgit
warrgrksrr ti
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AA

Humana

II-2Rx forma
madura

Primeros 1-21 AA eliminados de
NP 000408.1

elcdddppe iphatfkama ykegtmlnce
ckrgfrriksgslymlctgn sshsswdngc
gctssatrnt tkgvtpgpee gkerkttemg
spmagpvdgas Ipghcreppp weneateriy
hfvwgamvyy gcvggyralh rgpaesvckm
thgktrwtopglictgemet sgfpgeekpq
aspegrpese tsclvtttdf gigtemaatm
etsiftteygvavagcvfll isvlllsgit
warrgrksrr ti

AR

Humana

Forma madura
de IL-2Rx
dominio
extracelular

ELCDDDPPEIPHATFKAMAYKEGTMLNCECKRGFRRIK
SGSL

YMLCTGNSSHSSWDNQCQCTSSATRNT IKOVIPQOPEEQ
KERKTT
EMOSPMOPVDOASLPGHCREPPPWENEATERIYHEVVG
QMVYYQ
CVOGYRALHRGPAESVCKMTHGKTRWIQPQOLICTGEME
TSQFPG
EEKPQASPEGRPESETSCLVTTTDEQIQTEMAATMETS
IFTTE

YO

AA

Ratdén

I1L-2Ra Forma
sin procesar

No. de Acc. NP 032393.3

meprllmlgf Isltivpscr aelclydppe
vpnatfkals ykngtilnce
ckrgfrrlkelvymrclgns wssncgctsn
shdksrkgvt aglehgkegqg tttdmgkptg
smhgenltghcrepppwkhe dskriyhfve
ggsvhyecip gyka Ig rgpa isickm kcgk
tgwtq pgltcvdereh h rfl aseesqgsrn
sspesetscp itttdfpgpt ettamtetfw
Ttmeykvavasclfilisil 1llsgltwghr
wrksrrti

AA

Ratodn

IL-2Rx forma
madura

1-21 aa eliminados de Acc. No. NP
032393.3

elclydppe vpnatfkals ykngtilnce
ckrgfrrlke Ivymrclgns wssncgctsn
shdksrkgvt aglehgkegqg tttdmgkptg
smhgenltgh crepppwkhe dskriyhfve
ggsvhyecip gykalgrgpa isickmkcgk
tgwtgegltc vderehhrfl aseesqggsrn
Sspesetscp itttdfpgpt ettamtetfv
Ttmeykvava sclfilisilllsgltwghr
wrksrrti

10

AA

Ratdon

Forma madura
de IL-2Ro
dominio
extracelular

elclydppe vpnatfkals ykngtilnce
ckrgfrrlke Ivymrclgns wssncgctsn
shdksrkgvt aglehgkegqg tttdmgkptg
smhgenltgh crepppwkhe dskriyhfve
ggsvhyecip gykalgrgpa isickmkcgk
tgwtgegltc vderehhrfl aseesqggsrn
sspesetscp itttdfpgpt ettamtetfv
Ttmeyk

11

AA

Enlazador
(Gly3Ser) 4

GGGSGGGSGEESGEES
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12 | AA Enlazador (Gy3Sen2 | GGGSGGGS
13 | AA Enlazador (Gy3Se3 | GGGSGGGSGGGS
14 | AA (Gy3Senp GGGSGGGSGGGSGGGSGEES
15 | AA Enlazador Gy3 99
16 | AA Fomamaduadelll-2 | APTSSSTSSSTAEAQQQQQQQQQQQAQHLEQLLMDLQELL
(GlydSery-dominio SRMENYRNLKLPRMLTFKFYLPKQATELKDLQCLEDELGPLRH
extracelular del IL.2Ra VILDLTQSKSFQLEDAENFISNIRVTWKLKGSDNTFECQFDDES
ATWDFLRRWAFCQSIISTSPQGGGGSGGGGSGGGEGSCEGES
ELCLYDPPEVPNATFKALSYKNGTILNCECKRGFRRLKELVYMR
CLGNSWSSNCQCTSNSHDKSRKQVTAQLEHQKEQQTTTDMQKPT
QSMHQENLTGHCREPPPWKHEDSKRIYHFVEGQSVHYECIPGYK
ALQRGPAISICKMKCGKTGWTQPQLTCVDEREHHRFLASEESQG
SRNSSPESETSCPITTIDFPQPTETIAMTETFVLTMEYK
17 | AA Foma MDSMQLASCVTLTLVLLVNSAPTSSSTSSSTAEAQQQQQQQAMQ
Sin procesar del IL- Q
2G4Serpdominio | QHLEQLLMDLQELLSRMENYRNLKLPRMLTFKFYLPKQATELK
extracelular del IL.2Ra DLQCLEDELGPLRHVLDLTQSKSFQLEDAENFISNIRVTWKLK
GSDNTFECQFDDESATWDFLRRWIAFCQSISTSPQGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSELCLYDPPEVPNATFKALSYKNGTILNCECK
RGFRRLKELVYMRCLGNSWSSNCQCTSNSHDKSRKQVTAQLEHQ
KEQQTTTDMQKPTQSMHQENLTGHCREPPPWKHEDSKRIYHFVE
GQSVHYECIPGYKALQRGPAISICKMKCGKTGWTQPQLTCVDE
REHHRFLASEESQGSRNSSPESETSCPITITDFPQPTETTAMT
ETFVLTMEYK
18 | AA Fomamaduradelll2 | APTSSSTSSSTAEAQQQAQQQAAAAAHLEQLLMDLQELLSRME
(Gly4Ser)>-dominio NYRNLKLPRMLTFKFYLPKQATELKDLQCLEDEL GPLRHVLDL
extracellardel L-2Ra | TQSKSFQLEDAENFISNIRVTVWKLKGSDNTFECQFDDESATV

VDFLRRWAFCQSISTSPQGGGGSGGGGSGGGGESGEEGESGEE
GSELCLYDPPEVPNATFKALSYKNGTILNCECKRGFRRLKEL
VYMRCLGNSWSSNCQCTSNSHDKSRKQVTAQLEHQKEQQTTID
MQKPTQSMHQENLTGHCREPPPWKHEDSKRIYHF
VEGQSVHYECIPGYKALQRGPAISICKMKCGKTGWTQPQL
TCVDEREHHRFLASEESQGSRNSSPESETSCPITTIDFPQPTETI
AMTETFVLTMEYK
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19

Forma sin procesar del
L2 (GiydSen5-
dominio extracelular del
IL-2Ra

MDSMQLASCVTLTLVLLVNSAPTSSSTSSSTAEAQQQQ
QQQQQAQQQHLEQLLMDLQELLSRMENYRNLKLPRML
TFKFYLPKQATELKDLQCLEDELGPLRHVLDLTQSKSF
QLEDAENFISNIRVTVVKLKGSDNTFECQFDDESATVV
DFLRRWIAFCQSIISTSPQGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSELCLYDPPEVPNATFKALSYKNGTILNCECKR
GFRRLKELVYMRCLGNSWSSNCQCTSNSHDKSRKQVTA
QLEHQKEQQTTIDMQKPTQSMHQENLTGHCREPPPWKH
EDSKRIYHFVEGQSVHYECIPGYKALQRGPAISICKMK
CGKTGWTQPQLTCVDEREHHRFLASEESQGSRNSSPES
ETSCPITITDFPQPTETTAMTETFVLTMEYK

20

Formamadura del IL-2
(Gly3Seryd-dominio
extracelulardel IL-2Ra

APTSSSTSSSTAEAQQQQQAQAQQACHLEQLLMDLQELLSRM
ENYRNLKLPRMLTFKFYLPKQATELKDLQCLEDEL GPLRHVL
DLTQSKSFQLEDAENFISNIRVTWKLKGSDNTFECQFDD
ESATWDFRRWIAFCQSISTSPQGGGSGGGSGGGESGGGSE
LCLYDPPEVPNATFKALSYKNGTILNCECKRGFRRLKELVYM
RCLGNSWSSNCQCTSNSHDKSRKQVTAQLEHQKEQQTTTDMQK
PTQSMHQENLTGHCREPPPWKHEDSKRIYHFVEGQSVHYEC
PGYKALQRGPAISICKMKCGKTGWTQPQLTCVDEREHHRFLA
SEESQGSRNSSPESETSCPITTIDFPQPTETTAMTETFVL TMEYK

21

Forma sin procesar del

IL:2(Gy3Serp-dominio
extaceliar el L-2Ra

MDSMQLASCVTLTLVLLVNSAPTSSSTSSSTAEAQQQQQQQQAQ
QQAHLEQLLMDLQELL SRMENYRNLKLPRMLTFKFYLPKQATEL
KDLQCLEDEL GPLRHVLDLTQSKSFQLEDAENFISNRVTWK
LKGSDNTFECQFDDESATWDFLRRMAFCQSISTSPQGGGS
GGGSGGGSGGGSELCLYDPPEVPNATFKALSYKNGTILNCECK
RGFRRLIKELVYMRCLGNSWSSNCQCTSNSHDKSRKQVTAQLEH
QKEQQTTTDMQKPTQSMHQENLTGHCREPPPWKHEDSKRIYHF
VEGQSVHYECIPGYKALQRGPAISICKMKCGKTGWTQPQLTCV
DEREHHRALASEESQGSRNSSPESETSCPITTTDFPQPTETIA
MTETFVLTMEYK

22

Humana

Formamadurade IL-2
(Gy4Serd-dominio
extracelular del IL-2Ra

APTSSSTKKTQLQLEHLLL DL QVIENGINNYKNPKLTRMLTFK
FYMPKKATELKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLI
SNINVIVLELKGSETIFMCEYADETATIVEFLNRWITFCQSII
STLTGGGGSGGGGSGGGGESGGGGSELCDDDPPEIPHATFKAMA
YKEGTMLNCECKRGFRRKSGSLYMLCTGNSSHSSWDNQCQCT
SSATRNTIKQVTPQPEEQKERKTIEMQSPMQPVDQASLPGHCR
EPPPWENEATERIYHFWGQMVYYQCVQGYRALHRGPAESVCK
MTHGKTRWTQPQLICTGEMETSQFPGEEKPQASPEGRPESET
SCLVTTTDFQQTEMAATMETSIFTTEYQ
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23

Humana

Foma sin procesar IL-2
(GydSerpt-dominio
extracelular del IL-2Ra

MDRMQLLSCIALSLALVTNSAPTSSSTKKTQLQLEHLLLDL QMIL
NGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKKATELKHLQCLEEELKPLEEVIN
LAQSKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSETIFMCEYADETATIVEF
LNRWMITFCQSIISTLTGGGGSGGGGSGGGGESGGGGSELCODDPPE
PHATFKAMAYKEGTMLNCECKRGFRRIKSGSLYMLCTGNSSHSSWD
NQCQCTSSATRNTIKQVTPQPEEQKERKTIEMQSPMQPVDQASLPG
HCREPPPWENEATERIYHRWGQVVYYQCVQGYRALHRGPAESVCK
MTHGKTRWTQPQLICTGEMETSQFPGEEKPQASPEGRPESETSCLY
TTIDFQQTEMAATMETSIFTTEYQ

24

Humana

Formamadura IL-2
(Gly3Ser)d-dominio
exiracelular del IL-2Ra

APTSSSTKKTQLQLEHLLLDLQMIENGINNYKNPKLTRMLTFK
FYMPKKATELKHLQCLEEEL KPLEEVINLAQSKNFHLRPRDLIS
NINVIVLELKGSETIFMCEYADETATIVEFLNRWMITFCQSIIST
LTGGGSGGGSGGGSGGGSELCDDDPPEIPHATFKAMAYKEGTML
NCECKRGFRRKSGSLYMLCTGNSSHSSWDNQCQCTSSATRNTI
KQVTPQPEEQKERKTIEMQSPMQPVDQASLPGHCREPPPWENE
ATERYHFWGQMVYYQCVQGYRALHRGPAESVCKMTHGKTRWT
QPQUCTGEMETSQFPGEEKPQASPEGRPESETSCLVTTIDFQ
QTEMAATMETSIFTTEYQ

25

Humana

Foma sin procesar IL-2
(Gy3Sery-dominio
extracelulardel IL-2Ra

MDRMQLLSCIALSLALVTNSAPTSSSTKKTQLQLEHLLL
DLQMILNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKKATELKHLQC
LEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLISNINVIVLELK
GSETIFMCEYADETATIVEFLNRWITFCQSIISTLTGGG
SGGGSGGGSGGGSELCDDDPPEIPHATFKAMAYKEGTML
NCECKRGFRRIKSGSLYMLCTGNSSHSSWDNQCQCTSSA
TRNTIKQVTPQPEEQKERKTTEMQSPMQPVDQASLPGHC
REPPPWENEATERIYHFVWGQMVYYQCVQGYRALHRGPA
ESVCKMTHGKTRWTQPQLICTGEMETSQFPGEEKPQASP
EGRPESETSCLVTTTDFQIQTEMAATMETSIFTIEYQ

26

Humana

Formamadura IL-2
(Gly3Ser)3-dominio
exiracelular del IL-2Ra

APTSSSTKKTQLQLEHLLL DL QMILNGINNYKNPKLTRMLTFKFY
MPKKATELKHLQCLEEEL KPLEEVINLAQSKNFHLRPRDLISNINV
MLELKGSETIFMCEYADETATIVEFLNRWMITFCQSISTLTGGGSG
GGSGGGSELCDDDPPEIPHATFKAMAYKEGTMLNCECKRGFRR
IKSGSLYMLCTGNSSHSSWDNQCQCTSSATRNTIKQVTPQPEEQ
KERKTIEMQSPMQPVDQASLPGHCREPPPWENEATERIYHFW
GQAMVYYQCVQGYRALHRGPAESVCKMTHGKTRWTQPQLICT
GEMETSQFPGEEKPQASPEGRPESETSCLVTTTDFQIQTEMAA
TMETSIFTIEYQ
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27 | AA | Humana | Fomasnprocesardel | MDRMQLLSCIALSLALVTINSAPTSSSTKKTQLQLEHLLIDLQ
IL-2 (Gly3Ser)3-dominio | MILNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKKATELKHLQCLEEELKP
extracelulerdel L-2Ra | LEEVLNLAQSKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSETIFMCEYA
DETATVEFLNRWTFCQSISTLTGGGSGGGSGGGSELCDDD
PPEIPHATFKAMAYKEGTMLNCECKRGFRRIKSGSLYMLCTGN
SSHSSWDNQCQCTSSATRNTIKQVTPQPEEQKERKTTEMQSPM
QPVDQASLPGHCREPPPWENEATERIYHRFWGQMVYYQCVQGY
RALHRGPAESVCKMTHGKTRWTQPQLICTGEMETSQFPGEEKP
QASPEGRPESETSCLVTTTDFQQTEMAATMETSIFTIEYQ
28 | NT | Humana | SeauencaKozak 0ocaccATGGACAGGATGCAACTCCTGTCTTGCATIGCACTAA
opimzadadeL-2lider | GTCTTGCACTIGTCACAAACAGT
29 | NT | Raton Fomasinprocesardel | ATGGACAGCATGCAGCTCGCATCCTGTGTCACATIGACACTTGIGCTC
IL-2 (Gly4Serpd-dominio | CTTGTCAACAGCGCACCCACTTCAAGCTCTACTTCAAGCTCTACAGCG
exraceluiardel IL-2Ra | GAAGCACAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCACCTGG

AGCAGCTGTTGATGGACCTACAGGAGCTOCTGAGCAGGATGGAGAA
TICAGGAACCTGAMCTOCOCAGGATGCTCACCTICAMATTITACTI
(G00CAAGCAGGCCACAGATIGAMAGATCTTCAGTGCCTAGMGATG
AACTTGGACCTCTGCGGCATGTICTGGATITGACTCAAAGCAAAAGC
TTTCAATTGGAAGATGCTGAGAATTTCATCAGCAATATCAGAGTAACT
GTTGTAMACTAMGGGCTCTGACAACACATTTGAGTGCCAATTCGA
TGATGAGTCAGCAACTGTGGTGGACTTTCTGAGGAGATGGATAGCCT
TCTGTCAMGCATCATCTCAACAAGCCCTCAAGgIggRagioget

TTCAMGCCCTCTCCTACAAGAACGGCACCATCCTAAACTGTGAATGC
AAGAGAGGTTTCCGAAGACTARAGGAATTGGTCTATATGCGTTGCTTA
GGAAACTCCTGGAGCAGCAACTGCCAGTGCACCAGCAACTCCCATGAC
AAATCGAGAAAGCAAGTTACAGCTCAACTTGAACACCAGAAAGAGCAA
CAAACCACAACAGACATGCAGAAGCCAACACAGTCTATGCACCAAGA
GAACCTTACAGGTCACTGCAGGGAGCCACCTCCTTGGARACATGAAGA
TTCCAAGAGAATCTATCATTTCGTGGAAGGACAGAGTGTTCACTACG
AGTGTATTCCGGGATACAAGGCTCTACAGAGAGGTCCTGCTATTAGC
ATCTGCAAGATGAAGTGTGGGAARACGGGGTGGACTCAGCCCCAGCT
CACATGTGTAGATGAAAGAGAACACCACCGATTTCTGGCTAGTGAGGA
ATCTCAAGGAAGCAGAAATTCTTCTCCCGAGAGTGAGACTTCCTGCCC
CATAACCACCACAGACTTCCCACAACCCACAGAAACAACTGCAATGAC
GGAGACATTTGTGCTCACAATGGAGTATAAGGGTGGACATCACCATCA
CCATCACTAATAA
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30

NT

Ratén

Foma sin procesar del
IL-2 (Gly3Serd-
dominio extraceluiar oel
IL-2Ra

ATGGACAGCATGCAGCTCGCATCCTGTGTCACATTGACACTTG
TGCTCCTTGTCAACAGCGCACCCACTTCAAGCTCTACTTCAAG
CTCTACAGCGGAAGCACAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA
G
CAGCAGCACCTGGAGCAGCTGTTGATGGACCTACAGGAGCTC
CTGAGCAGGATGGAGAATTACAGGAACCTGAAACTCCCCAGG
ATGCTCACCTTCAAATTTTACTTGCCCAAGCAGGCCACAGAA
TTGAAAGATCTTCAGTGCCTAGAAGATGAACTTGGACCTCTG
CGGCATGTTCTGGATTTGACTCAAAGCAAAAGCTTTCAATTG
GAAGATGCTGAGAATTTCATCAGCAATATCAGAGTAACTGTT
GTAAAACTAAAGGGCTCTGACAACACATTTGAGTGCCAATTC
GATGATGAGTCAGCAACTGTGGTGGACTTTCTGAGGAGATGG
ATAGCCTTCTGTCAAAGCATCATCTCAACAAGCCCTCAAggt
Ggaggttctggtggaggticaggtggaggticgggtggaget
{ctGAACTGTGTCTGTATGACCCACCCGAGGTCCCCAATGCC
ACATTCAAAGCCCTCTCCTACAAGAACGGCACCATCCTAAAC
TGTGAATGCAAGAGAGGTTTCCGAAGACTAAAGGAATTGGTC
TATATGCGTTGCTTAGGAAACTCCTGGAGCAGCAACTGCCAG
TGCACCAGCAACTCCCATGACAAATCGAGAAAGCAAGTTACA
GCTCAACTTGAACACCAGAAAGAGCAACAAACCACAACA
GACATGCAGAAGCCAACACAGTCTATGCACCAAGAGAA
CCTTACAGGTCACTGCAGGGAGCCACCTCCTTGGAAAC
ATGAAGATTCCAAGAGAATCTATCATTTCGTGGAAGGA
CAGAGTGTTCACTACGAGTGTATTCCGGGATACAAGGC
TCTACAGAGAGGTCCTGCTATTAGCATCTGCAAGATGA
AGTGTGGGAAAACGGGGTGGACTCAGCCCCAGCTCACA
TGTGTAGATGAAAGAGAACACCACCGATTTCTGGCTAG
TGAGGAATCTCAAGGAAGCAGAAATTCTTCTCCCGAGA
GTGAGACTTCCTGCCCCATAACCACCACAGACTTCCCA
CAACCCACAGAAACAACTGCAATGACGGAGACATTTGT
GCTCACAATGGAGTATAAGGGTGGACATCACCATCACC
ATCACTAATAA
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31

NT

Ratén

Forma sin procesar del
L2 (Gly4Sen)5-
dominio extracelular del
IL-2Ra

ATGGACAGCATGCAGCTOGCATCCTGTGTCACATTGACACT
TGTGCTOCTTGTCAACAGOGCACCCACTTCAAGCTCTACTT
CAAGCTCTACAGCGGAAGCACAGCAGCAGCAGCAGCAGCAG
CAGCAGCAGCAGCACCTGGAGCAGCTGTTGATGGACCTACAG
GAGCTCCTGAGCAGGATGGAGAATTACAGGAACCTGAAACTC
OCCAGGATGCTCACCTTCAAATTTTACTTGOCCAAGCAGGCCA
CAGAATTGAAAGATCTTCAGTGCCTAGAAGATGAACTTGGACC
TCTGCGGCATGTTCTGGATTTGACTCAAGCAAAGCTTTCAA
TTGGAAGATGCTGAGAATTTCATCAGCAATATCAGAGTAACT
GTTGTAAMACTAAAGGGCTCTGACAACACATTTGAGTGOCAATT
CGATGATGAGTCAGCAACTGTGGTGGACTTTCTGAGGAGATGGA
TAGCC'ITCTGTCAAAGCATCATCTCAACAAGCCCTCAAggtggag

ggtggatooggtggaggtggathAACT GTGTCTGTATGACCC
ACCCGAGGTCCCCAATGCCACATTCAAAGCCCTCTCCTACAAGA

ACGGCACCATCCTAAACTGTGAATGCAAGAGAGGTTTCCGAAGA
CTAAAGGAATTGGTCTATATGCGTTGCTTAGGAAACTCCTGGAG
CAGCAACTGCCAGTGCACCAGCAACTCCCATGACAAATCGAGAA
AGCAAGTTACAGCTCAACTTGAACACCAGAAAGAGCAACAAACC
ACAACAGACATGCAGAAGCCAACACAGTCTATGCACCAAGAGAA
CCTTACAGGTCACTGCAGGGAGCCACCTCCTTGGAAACATGAAG
ATTCCAAGAGAATCTATCATTTCGTGGAAGGACAGAGIGTTCAC
TACGAGIGTATTCCGGGATACAAGGCTCTACAGAGAGGTCCTGC
TATTAGCATCTGCAAGATGAAGTGTGGGAAAACGGGGTGGACTC
AGCCCCAGCTCACATGTGTAGATGAAAGAGAACACCACCGATTT
CTGGCTAGTGAGGAATCTCAAGGAAGCAGAAATTCTTCTCCCGA
GAGTGAGACTTCCTGCCCCATAACCACCACAGACTTCCCACAAC
CCACAGAAACAACTGCAATGACGGAGACATTTGTGCTCACAATG
GAGTATAAGGGTGGACATCACCATCACCATCACTAATAA

32

NT

Humana

Forma sin procesar del
IL-2 (Gly4Seryd-
dominio extracelular del
IL-2Ra

ATGGACAGGATGCAACTCCTGTCTTGCATTGCACTAAGTCTTGCACTT
GTCACAACAGTGCACCTACTTCAAGTTCTACAMAGAAAACACAGCT

ACAACTGGAGCATTTACTGCTGGATTTACAGATGATTTTGAATGGAAT
TAATAATTACAAGAATOOCAAACTCACCAGGATGCTCACATTTAAGTT

TTACATGOCCAAGAAGGOCACAGAACTGANACATCTTCAGTGTCTAG
AGMGAACTCAACCTCTGGAGGAAGTGCTAATTTAGCTCAMGC
AMAACTTTCACTTAAGACCCAGGGACTTAATCAGCAATATCAACGTA
ATAGTTCTGGAACTAMGGGATCTGAACAACATTCATGTGTGAATA

TOCTGATGAGACAGCAACCATTGTAGAATTTCTGAACAGATGGATTA

OCTI'ITGTCAAAGCATCATCTCAACACTGACTgtggagglggangg

GAGCT CT GTGACGATGACCCGCCAGAGATCCCACACGCCACAT
TCAAAGCCATGGCCTACAAGGAAGGAACCATGTTGAACTGTGA
ATGCAAGAGAGGTTTCCGCAGAATAAAAAGCGGGTCACT
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CTATATGCTCTGTACAGGAAACTCTAGCCACTCGICCTG
GGACAACCAATGTCAATGCACAAGCTCTGCCACTCGGAA
CACAACGAAACAAGTGACACCTCAACCTGAAGAACAGAA
AGAAAGGAAAACCACAGAAATGCAAAGTCCAATGCAGC
CAGTGGACCAAGCGAGCCTTCCAGGTCACTGCAGGGAACC
TCCACCATGGGAAAATGAAGCCACAGAGAGAATTTATCA
TTTCGTGGTGGGGCAGATGGTTTATTATCAGTGCGTCCA
GGGATACAGGGCTCTACACAGAGGTCCTGCTGAGAGCGT
CTGCAAAATGACCCACGGGAAGACAAGGTGGACCCAGCC
CCAGCTCATATGCACAGGTGAAATGGAGACCAGTCAGIT
TCCAGGTGAAGAGAAGCCTCAGGCAAGCCCCGAAGGLCG
TCCTGAGAGTGAGACTTCCTGCCTCGTCACAACAACAGA
TTTTCAAATACAGACAGAAATGGCTGCAACCATGGAGAC
GTCCATATTTACAACAGAGTACCAGGGTGGAGATCACCA
TCACCATCACTAATAA

33

NT

Humana

Fomasinprocesardel IL-2

(Gy3Seryt-dominio
extraceliardel IL-2Ra

ATGGACAGGATGCAACTCCTGTCTTGCATTGCACTAAGTC
TTGCACTTGTCACAAACAGTGCACCTACTTCAAGTTCTAC
AMAGAAAACACAGCTACAACTGGAGCATTTACTGCTGGAT
TTACAGATGATTTTGAATGGAATTAATAATTACAAGAATC
CCAAACTCACCAGGATGCTCACATTTAAGTTTTACATGCC
CAAGAAGGCCACAGAACTGAAACATCTTCAGTGTCTAGAA
GAAGAACTCAAACCTCTGGAGGAAGTGCTAAATTTAGCTC
AAAGCAAAAACTTTCACTTAAGACCCAGGGACTTAATCAG
CAATATCAACGTAATAGTTCTGGAACTAAAGGGATCTGAA
ACAACATTCATGTGTGAATATGCTGATGAGACAGCAACCA
TTGTAGAATTTCTGAACAGATGGATTACCTTTTGTCAMAG
CATCATCTCAACACTGACTqgiggagatictugiogaagt
fcagoiggagotiogodiooegatid GAGCTCTGTGACG
ATGACCCGCCAGAGATCCCACACGCCACATTCAAAGCCAT
GGCCTACAAGGAAGGAACCATGTTGAACTGTGAATGCAAG
AGAGGTTTCOGCAGAATAAAAAGCGGGTCACTCTATATGC
TCTGTACAGGAAACTCTAGCCACTCGTCCTGGGACAACCA
ATGTCAATGCACAAGCTCTGOCACTCGGAACACAACGAAA
CAAGTGACACCTCAACCTGAAGAACAGAAAGAAAGGAAAA
CCACAGAAATGCAAAGTCCAATGCAGOCAGTGGACCAAGC
GAGCCTTCCAGGTCACTGCAGGGAACCTCCACCATGGGAA
AATGAAGCCACAGAGAGAATTTATCATTTCGTGGTGGGGC
AGATGGTTTATTATCAGTGOGTCCAGGGATACAGGGCTCT
ACACAGAGGTCCTGCTGAGAGCGTCTGCAAAATGACCCAC
GGGAAGACAAGGTGGACCCAGCOCCAGCTCATATGCACAG
GTGAAATGGAGACCAGTCAGTTTCCAGGTGAAGAGAAGCC
TCAGGCAAGCCCCGAAGGCCGTCCTGAGAGTGAGACTTCC
TGCCTCGTCACAACAACAGATTTTCAAATACAGACAGAAA
TGGCTGCAACCATGGAGACGTCCATATTTACAACAGAGTA
CCAGGGTGGACATCACCATCACCATCACTAATAA
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34

NT

Humana

Fomasin procesar del -2

(Gly3Ser)3-dominio
extraosular ddl IL-2Ra

ATGGACAGGATGCAACTCCTGTCTTGCATTGCACTAAGTCT
TGCACTTGTCACAAACAGTGCACCTACTTCAAGTTCTACAA
AGAAAACACAGCTACAACTGGAGCATTTACTGCTGGATTTA
CAGATGATTTTGAATGGAATTAATAATTACAAGAATCCCAA
ACTCACCAGGATGCTCACATTTAAGTTTTACATGCCCAAGA
AGGCCACAGAACTGAAACATCTTCAGTGTCTAGAAGAAGAA
CTCAAACCTCTGGAGGAAGTGCTAAATTTAGCTCAAAGC
AAAAACTTTCACTTAAGACCCAGGGACTTAATCAGCAATAT
CAACGTAATAGTTCTGGAACTAAAGGGATCTGAAACAACAT
TCATGTGTGAATATGCTGATGAGACAGCAACCATTGTAGAA
TTTCTGAACAGATGGATTACCTTTTGTCAAAGCATCATCTC
AACACTGACT,
atiogGAGCTCTGTGACGATGACCCGCCAGAGATCCCACAC
GCCACATTCAAAGCCATGGCCTACAAGGAAGGAACCATGT
TGAACTGTGAATGCAAGAGAGGTTTCCGCAGAATAAAAAGC
GGGTCACTCTATATGCTCTGTACAGGAAACTCTAGCCACTC
GTCCTGGGACAACCAATGTCAATGCACAAGCTCTGCCACT
CGGAACACAACGAAACAAGTGACACCTCAACCTGAAGAAC
AGAAAGAAAGGAAAACCACAGAAATGCCAAAGTCCAATGCA
GCCAGTGGACCAAGCGAGCCTTCCAGGTCACTGCAGGGAA
CCTCCACCATGGGAAAATGAAGCCACAGAGAGAATTTATCA
TTTCGTGGTGGGGCAGATGGITTATTATCAGTGCGTCCAG
GGATACAGGGCTCTACACAGAGGTCCTGCTGAGAGCGTC
TGCAAAATGACCCACGGGAAGACAAGGTGGACCCAGCCCC
AGCTCATATGCACAGGTGAAATGGAGACCAGTCAGTTTCC
AGGTGAAGAGAAGCCTCAGGCAAGCCCCGAAGGCCGTCCT
GAGAGTGAGACTTCCTGCCTCGTCACAACAACAGATTTTC
AAATACAGACAGAAATGGCTGCAACCATGGAGACGTCCAT
ATTTACAACAGAGTACCAGGGTGGACATCACCATCACCAT
CACTAATAA

35

NT

ConsensoKozak

(gee)gecRecAUGG

36

Ratdn

Fomasi procesardel -2

(Gly3Ser)3-dominio
extracellardel IL-2Ra

MYSMQLASCVTLTLVLLVNSAPTSSSTSSSTAEA
QQQQQQQAQQAQQAQHLEQLLMDLQELLSRMENYRNL
KLPRMLTFKFYLPKQATELKDLQCLEDELGPLRH
VLDLTQSKSFQLEDAENFISNIRVTWKLKGSDNTF
ECQFDDESATWDFLRRWIAFCQSIISTSPQGGGSG
GGSGGGSELCLYDPPEVPNATFKALSYKNGTILNC
ECKRGFRRLKELVYMRCLGNSWSSNCQCTSNSHDK
SRKQVTAQLEHQKEQQTTTDMQKPTQSMHQENLTG
HCREPPPWKHEDSKRIYHFVEGQSVHYECIPGYKA
LQRGPAISIC27KMKCGKTGWTQPQLTCVDEREHH
RFLASEESQGSRNSSPESETSCPITTTDFPQPTET
TAMTETFVLTMEYK
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37 AA | Raton Fomamaduradel | MDSMQLASCVTLTLVLLVNSAPTSSSTSSSTAEAQQQQQQ
IL-2 (Gly3Sen)3- QQOQQAHLEQLLMDLQELL SRMENYRNLKLPRMLTFKFYL
dominio PKQATELKDLQCLEDEL GPLRHVLDLTQSKSFQLEDAENF
extracslulardelIL- | SNIRVTWKLKGSDNTFECQFDDESATWDFLRRWIAFCQSII
2Ra STSPQGGGSGGGSGGGSELCLYDPPEVPNATFKALSYKNGT

ILNCECKRGFRRLKELVYMRCLGNSWSSNCQCTSNSHDKSR
KQVTAQLEHOKEQQTTTDMQKPTQSMHQENLTGHCREPPPW
KHEDSKRIYHFVEGQSVHYECIPGYKALQRGPAISICKMKC
GKTGWTQPQLTCVDEREHHRFLASEESQGSRNSSPESETSC
PITTTDFPQPTETTAMTETFVLTMEYK

38 AA | Humana Fomasinprocesar | MDRVIQLLSCIALSLALVTNSAPTSSSTKKTQLQLEHLL
el -2 (Gy4Sen5- | LDLQMILNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKKATELKHL
dominio QCLEEELKPLEEVINLAQSKNFHLRPRDLISNINVIVL
extracelulardel IL- | ELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWITFCQSIISTLT
2Ra GGGGSGGGGSGGEGEGESGGGGSGGGGSELCDDDPPEIPHAT

FKAMAYKEGTMLNCECKRGFRRIKSGSLYMLCTGNSSHS
SWDNQCQCTSSATRNTTKQVTPQPEEQKERKTTEMQSPM
QPVDQASLPGHCREPPPWENEATERIYHFWGQMVYYQCV
QGYRALHRGPAESVCKMTHGKTRWTQPQLICTGEMETSQ
FPGEEKPQASPEGRPESETSCLVTTTDFQIQTEMAATME
TSIFTTEYQ

39 AA | Humana Fomamaduradel | APTSSSTKKTQLQLEHLLLDLQMILNGINNYKNPKLT
IL-2humano RMLTRKFYMPKKATELKHLQCLEEELKPLEEVINLAQ
(GydSery- SKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMCEYADET
dominio ATVEFLNRWITFCQSIISTLTGGGGSGGGGSGGGGES
extracslulardelIL- | GGGGSGGGGSELCDDDPPEIPHATFKAMAYKEGTMLN
2Ra CECKRGFRRIKSGSLYMLCTGNSSHSSWDNQCQCTSS

ATRNTTKQVTPQPEEQKERKTTEMQSPMQPVDQASLP
GHCREPPPWENEATERIYHFWGQMVYYQCVQGYRALH
RGPAESVCKMTHGKTRWTQPQLICTGEMETSQFPGEE
KPQASPEGRPESETSCLVTTTDFQQTEMAATMETS
FTTEYQ

40 AA Secuendade GGGGSGGGGSGGGGESGGEES
enlazador
(GiyASer

41 NT Secuendade GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGES
enlezador

(GydSers
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42

NT

Ratén

Foma sin procesar del
IL-2 (Gy3Sen)3-
dominio extracelulr de!
IL-2Ra

ATGGACAGCATGCAGCTCGCATCCTGTGTCACATTGACACT
TGIGCTCCTTGTCAACAGCGCACCCACTTCAAGCTCTACTT
CAAGCTCTACAGCGGAAGCACAGCAGCAGCAGCAGCAGCAG
CAGCAGCAGCAGCACCTGGAGCAGCTGTTGATGGACCTACA
GGAGCTCCTGAGCAGGATGGAGAATTACAGGAACCTGAAAC
TCCCCAGGATGCTCACCTTCAAATTTTACTTGCCCAAGCAG
GCCACAGAATTGAAAGATCTTCAGTGCCTAGAAGATGAACT
TGGACCTCTGCGGCATGTTCTGGATTTGACTCAAAGCAAAA
GCTTTCAATTGGAAGATGCTGAGAATTTCATCAGCAATATC
AGAGTAACTGTTGTAAAACTAAAGGGCTCTGACAACACATT
TGAGTGCCAATTCGATGATGAGTCAGCAACTGTGGTGGACT
TTCTGAGGAGATGGATAGCCTTCTGTCAAAGCATCATCTCA
ACAAGCCCTCAAGGTGGAGGTTCTGGTGGAGGTTCAGGTGG
AGGTTCGGAACTGIGTCTGTATGACCCACCCGAGGTCCCCA
ATGCCACATTCAAAGCCCTCTCCTACAAGAACGGCACCATC
CTAAACTGTGAATGCAAGAGAGGTTTCCGAAGACTAAAGGA
ATTGGTCTATATGCGTTGCTTAGGAAACTCCTGGAGCAGCA
ACTGCCAGTGCACCAGCAACTCCCATGACAAATCGAGAAAG
CAAGTTACAGCTCAACTTGAACACCAGAAAGAGCAACAAAC
CACAACAGACATGCAGAAGCCAACACAGTCTATGCACCAAG
AGAACCTTACAGGTCACTGCAGGGAGCCACCTCCTTGGAAA
CATGAAGATTCCAAGAGAATCTATCATTTCGTGGAAGGACA
GAGTGTTCACTACGAGTGTATTCCGGGATACAAGGCTCTAC
AGAGAGGTCCTGCTATTAGCATCTGCAAGATGAAGTGTGGG
AAAACGGGGTGGACTCAGCCCCAGCTCACATGTGTAGATGA
AAGAGAACACCACCGATTTCTGGCTAGTGAGGAATCTCAAG
GAAGCAGAAATTCTTCTCCCGAGAGTGAGACTTCCTGCCCC
ATAACCACCACAGACTTCCCACAACCCACAGAAACAACTGC
AATGACGGAGACATTTGTGCTCACAATGGAGTATAAGGGT
GGACATCACCATCACCATCACTAATAA

43

Humana

Fomamadura IL.-2
(Gly3Ser)2-dominio
extracelulardel IL-2Ra

APTSSSTKKTQLQLEHLLLDLQMILNGINNYKNPKLTRMLT
FKFYMPKKATELKHLQCLEEELKPLEEVLINLAQSKNFHLRP
RDLISNINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWIT
FCQSISTLTGGGSGGGSELCDDDPPEIPHATFKAMAYKEG
TMINCECKRGFRRIKSGSLYMLCTGNSSHSSWDNQCQCTSS
ATRNTTKQVTPQPEEQKERKTTEMQSPMQPVDQASLPGHCR
EPPPWENEATERIYHFWGQMVYYQCVQGYRALHRGPAESV
CKMTHGKTRWTQPQLICTGEMETSQFPGEEKPQASPEGRPE
SETSCLVTTTDFQIQTEMAATMETSIFTTEYQ
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44

Humana

Foma sin prooesar
IL-2 (Gly3Sex)2-
dominio extracelular
dellL-2Ra

MDRMQLLSCIALSLALVTNSAPTSSSTKKTQLQLEHLLLD
LOMILNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKKATELKHLQCLE
EELKPLEEVINLAQSKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSE
TTAMCEYADETATIVEFLNRMTFCQSISTLTGGGSGGG
SELCDDDPPEIPHATFKAMAYKEGTMLNCECKRGFRRIKS
GSLYMLCTGNSSHSSWWDNQCQCTSSATRNTTKQVTPQPEE
QKERKTTEMQSPMQPVDQASLPGHCREPPPWENEATERIYH
FWGAMVYYQCVQGYRALHRGPAESVCKMTHGKTRWTQPQ
LICTGEMETSQFPGEEKPQASPEGRPESETSCLVTTTDFQ
IQTEMAATMETSIFTTEYQ

45

Humana

Formamadura del IL-
2(Gly3)-dominio
extracelular del IL-
Ra

APTSSSTKKTQLQLEHLLL DLQMILNGINNYKNPKLTRML
TFKFYMPKKATELKHLQCLEEEL KPLEEVINLAQSKNFHL
RPRDLISNINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNR
WITFCQSISTLTGGGELCDDDPPEIPHATFKAMAYKEGT
MLNCECKRGFRRIKSGSLYMLCTGNSSHSSWDNQCQCTSS
ATRNTTKQVTPQPEEQKERKTTEMQSPMQPVDQASLPGHC
REPPPWENEATERIYHFWGQMVYYQCVQGYRALHRGPAE
SVCKMTHGKTRWTQPQLICTGEMETSQFPGEEKPQASPEG
RPESETSCLVTTTDFQIQTEMAATMETSIFTTEYQ

46

Humana

Foma sin procesar
delIL-2 (Gy3)
dominio extracelular
delIL-2Ra

MDRMQLLSCIALSLALVTNSAPTSSSTKKTQLQLEHLLLD
LQVILNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKKATELKHLQCLE
EELKPLEEVINLAQSKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSE
TTFMCEYADETATIVEFLNRWMTFCQSISTLTGGGELCD
DDPPEIPHATFKAMAYKEGTMLNCECKRGFRRIKSGSLYM
LCTGNSSHSSWDNQCQCTSSATRNTTKQVTPQPEEQKERK
TTEMQSPMQPVDQASLPGHCREPPPWENEATERIYHFWG
QUVYYQCVQGYRALHRGPAESVCKMTHGKTRWTQPQLICT
GEMETSQFPGEEKPQASPEGRPESETSCLVTTIDFQIQTE
MAATMETSIFTTEYQ

47

NT

Humana

Foma sin procesar
el IL-2 (Gly3Ser)2-
dominio extracelular
delIL-2Ra

ATGGACAGGATGCAACTCCTGTCTIGCATIGCACTAAGTC
TTGCACTTGTCACAAACAGTGCACCTACTTCAAGTTCTAC
AAAGAAAACACAGCTACAACTGGAGCATTIACTGCTGGAT
TACAGATGATITIGAATGGAATTAATAATIACAAGAATC
CCAAACTCACCAGGATGCTCACATTIAAGTTTIACATGCC
CAAGAAGGCCACAGAACTGAAACATCTTCAGTGTCTAGAA
GAAGAACTCAAACCTCTGGAGGAAGTGCTAAATITAGCTC
AAAGCAAAAACTTICACTTAAGACCCAGGGACTIAATCAG
CAATATCAACGTAATAGTICTGGAACTAAAGGGATCTGAA
ACAACATTCATGTGTGAATATGCTGATGAGACAGCAACCA
TIGTAGAATTICTGAACAGATGGATIACCTTTIGTCAAAG
CATCATCTCAACACTGACTggiggaguticiogtogagat
tcaGAGCTCTGTGACGATGACCCGCCAGAGATCCCACACG
CCACATICAAAGCCATGGCCTACAAGGAAGGAACCATGIT
GAACTGTGAATGCA
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AGAGAGGTTICCGCAGAATAAAAAGCGGGTCACTCTATA
TGCTCTGTACAGGAAACTCTAGCCACTCGTCCTGGGACA
ACCAATGTCAATGCACAAGCTCTGCCACTCGGAACACAA
CGAAACAAGTGACACCTCAACCTGAAGAACAGAAAGAAA
GGAAAACCACAGAAATGCAAAGTCCAATGCAGCCAGTGG
ACCAAGCGAGCCTTCCAGGTCACTGCAGGGAACCTCCAC
CATGGGAAAATGAAGCCACAGAGAGAATITATCATTICG
TGGTGGGGCAGATGGTTIATTATCAGTGCGTCCAGGGAT
ACAGGGCTCTACACAGAGGTCCTGCTGAGAGCGTCTGCA
AAATGACCCACGGGAAGACAAGGTGGACCCAGCCCCAGC
TCATATGCACAGGTGAAATGGAGACCAGTCAGITICCAG
GTGAAGAGAAGCCTCAGGCAAGCCCCGAAGGCCGTCCTG
AGAGTGAGACTTCCTGCCTCGTCACAACAACAGATITIC
AAATACAGACAGAAATGGCTGCAACCATGGAGACGTCCA
TATTIACAACAGAGTACCAGGGTGGACATCACCATCACC
ATCACTAATAA

48

NT

Humana

Foma sin procesar
IL-2(Gy3)3-
dominio
extracelular del IL-
2Ra

ATGGACAGGATGCAACTCCTGICTIGCATIGCACTAAGTC
TTGCACTTGTCACAAACAGTGCACCTACTTCAAGTTCTAC
AAAGAAAACACAGCTACAACTGGAGCATTIACTGCTGGAT
TACAGATGATITIGAATGGAATTAATAATIACAAGAATC
CCAAACTCACCAGGATGCTCACATTIAAGTTTIACATGCC
CAAGAAGGCCACAGAACTGAAACATCTTCAGTGTCTAGAA
GAAGAACTCAAACCTCTGGAGGAAGTGCTAAATITAGCTC
AAAGCAAAAACTTICACTTAAGACCCAGGGACTIAATCAG
CAATATCAACGTAATAGTICTGGAACTAAAGGGATCTGAA
ACAACATTCATGTGTGAATATGCTGATGAGACAGCAACCA
TIGTAGAATTICTGAACAGATGGATIACCTTTIGTCAAAG
CATCATCTCAACACTGACTogiggaggtGAGCTCTGTGAC
GATGACCCGCCAGAGATCCCACACGCCACATICAAAGCCAT
GGCCTACAAGGAAGGAACCATGTTGAACTGTGAATGCAAG
AGAGGTTTCCGCAGAATAAAAAGCGGGTCACTCTATATGC
TCTGTACAGGAAACTCTAGCCACTCGTCCTGGGACAACCA
ATGTCAATGCACAAGCTCTGCCACTCGGAACACAACGAAA
CAAGTGACACCTCAACCTGAAGAACAGAAAGAAAGGAAAA
CCACAGAAATGCAAAGTCCAATGCAGCCAGTGGACCAAGC
GAGCCTICCAGGTCACTGCAGGGAACCTCCACCATGGGAA
AATGAAGCCACAGAGAGAATITATCATTICGTGGTGGGGC
AGATGGTITATIATCAGTGCGTCCAGGGATACAGGGCTCT
ACACAGAGGTCCTGCTGAGAGCGTCTGCAAAATGACCCAC
GGGAAGACAAGGTGGACCCAGCCCCAGCTCATATGCACAG
GTGAAATGGAGACCAGTCAGTTICCAGGTGAAGAGAAGCC
TCAGGCAAGCCCCGAAGGCCGTCCTGAGAGTGAGACTICC
TGCCTCGTCACAACAACAGATTTICAAATACAGACAGAAA
TGGCTGCAACCATGGAGACGTCCATATTIACAACAGAGTA
CCAGGGTGGACATCACCATCACCATCACTAATAA
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49

NT

Humana

Forma sin procesar IL-2
(Gly4Ser)5-dominio
extracelular del IL-2Ra

ATGGACAGGATGCAACTCCTGICTIGCATIGCACTAAG
TCTTGCACTTGTCACAAACAGTGCACCTACTTCAAGTT
CTACAAAGAAAACACAGCTACAACTGGAGCATTIACTG
CTGGATITACAGATGATITIGAATGGAATTAATAATIA
CAAGAATCCCAAACTCACCAGGATGCTCACATTIAAGTT
TIACATGCCCAAGAAGGCCACAGAACTGAAACATCTTC
AGTGTCTAGAAGAAGAACTCAAACCTCTGGAGGAAGTG
CTAAATITAGCTCAAAGCAAAAACTTICACTTAAGACC
CAGGGACTIAATCAGCAATATCAACGTAATAGTICTGG
AACTAAAGGGATCTGAAACAACATTCATGTGTGAATA
TGCTGATGAGACAGCAACCATIGTAGAATTICTGAACA
GATGGATIACCTTTIGTCAAAGCATCATCTCAACACTG

GCCACATTCAAAGCCATGGCCTACAAGGAAGGAACCAT
GTTGAACTGTGAATGCAAGAGAGGTTTCCGCAGAATAA
AAAGCGGGTCACTCTATATGCTCTGTACAGGAAACTCT
AGCCACTCGTCCTGGGACAACCAATGTCAATGCACAAG
CTCTGCCACTCGGAACACAACGAAACAAGTGACACCTC
AACCTGAAGAACAGAAAGAAAGGAAAACCACAGAAATG
CAAAGTCCAATGCAGCCAGTGGACCAAGCGAGCCTTCC
AGGTCACTGCAGGGAACCTCCACCATGGGAAAATGAAG
CCACAGAGAGAATTTATCATTTCGTGGTGGGGCAGATG
GTTTATTATCAGTGCGTCCAGGGATACAGGGCTCTACA
CAGAGGTCCTGCTGAGAGCGTCTGCAAAATGACCCACG
GGAAGACAAGGTGGACCCAGCCCCAGCTCATATGCACA
GGTGAAATGGAGACCAGTCAGTTTCCAGGTGAAGAGAA
GCCTCAGGCAAGCCCCGAAGGCCGTCCTGAGAGTGA
GACTTCCTGCCTCGTCACAACAACAGATTTTCAAATA
CAGACAGAAATGGCTGCAACCATGGAGACGTCCATAT
TTACAACAGAGTACCAGGGTGGACATCACCATCACC
ATCACTAATAA

50

Enlazadorde
(GydSend

GGGGSGGGGSGGGGS

51

Enlazadorde
(GySer)2

GGGGSGGGGS

52

Enlazador de
(GydSent

GGGGS

53

NT

Secuencia Kozak

gccaccATGG
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54 Ratén Fomasinprocesardel | MDSMQLASCVTLTLVLLYNSAPTSSSTSSSTAEAQQQQ
L2 (GiydSerp- QAQQAQQAHLEQLLMDLQELL SRMENYRNLKLPRMLT
dominioextracelulardel | KFYLPKQATELKDLQCLEDEL GPLRHVLDLTQSKSFQL
IL-2Ra+espacadorde | EDAENFISNIRVTWKLKGSDNTFECQFDDESATWDFLR
gicdnayregondepok | RMAFCQSISTSPQGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSELC
histidina LYDPPEVPNATFKALSYKNGTILNCECKRGFRRLKELY

YMRCLGNSWSSNCQCTSNSHDKSRKQVTAQLEHQKEQQ
TTTDMQKPTQSMHQENLTGHCREPPPWKHEDSKRIYHF
VEGQSVHYECIPGYKALQRGPAISICKMKCGKTGWTQP
QLTCVDEREHHRFLASEESQGSRNSSPESETSCPITTT
DFPQPTETTAMTETFVLTMEYKGGHHHHHH

55 Raton Fomasinprocesardel | MDSMQLASCVTLTLVLLVNSAPTSSSTSSSTAEAQQQ
IL-2 (Gly4Sen5- QQAQQQAQQCHLEQLLMDLQELLSRVENYRNLKLPRML
dominioextracelulardel | TFKFYLPKQATELKDLQCLEDELGPLRHVLDLTQSKS
IL-2Ra+espacadorde | FQLEDAENFISNIRVTWKLKGSDNTFECQFDDESATW
gidnayregondepol- | DFLRRWAFCQSISTSPQGGGGSGGGGSGGGESGGEE
histidina GSGGGGSELCLYDPPEVPNATFKALSYKNGTILNCEC

KRGFRRLKELVYMRCLGNSWSSNCQCTSNSHDKSRKQ
VTAQLEHQKEQQTTTDMQKPTQSMHQENLTGHCREPP
PWKHEDSKRIYHFVEGQSVHYECIPGYKALQRGPAIS
ICKMKCGKTGWTQPQLTCVDEREHHRFLASEESQGSR
NSSPESETSCPITTTDFPQPTETTAMTETFVLTMEYK
GGHHHHHH

56 Ratén Fomasinprocesardel | MDSMQLASCVTLTLVLLVNSAPTSSSTSSSTAEAQQQ
IL-2 (Gly3Seri4- QAAQAAQACHLEQLLMDLQELL SRMENYRNLKLPRML
dominioextracelulardel | TFKFYLPKQATELKDLQCLEDELGPLRHVLDLTQSKS
IL-2Ra+espacadorde | FQLEDAENFISNIRVTWKLKGSDNTFECQFDDESATW
gicinay regionde DALRRWIAFCQSIISTSPQGGGSGGGSGGGSGGGSEL
histidina CLYDPPEVPNATFKALSYKNGTILNCECKRGFRRLKE

LVYMRCLGNSWSSNCQCTSNSHDKSRKQVTAQLEHQK
EQQTTTDMOKPTQSMHQENLTGHCREPPPWKHEDSKR
IYHFVEGQSVHYECIPGYKALQRGPAISICKMKCGKT
GWTQPQLTCVDEREHHRFLASEESQGSRNSSPESETS
CPITTTDFPQPTETTAMTETFVLTMEYKGGHHHHHH
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57

Ratén

Forma sin procesar del
IL-2 (Gly3Ser)3-
dominio extraceluar del
IL-2Ra+espadadorde
gianay region de pok-
hisidina

MDSMOLASCVTLTLVLLVNSAPTSSSTSSSTAEAQRQQQQ
QQQQQCHLEQLLMDLQELL SRVMENYRNLKLPRVLTFKFYL
PKQATELKDLQCLEDEL GPLRHVLDLTQSKSFQLEDAENF
ISNRVTWKLKGSDNTFECQFDDESATWDFLRRWIAFCQS
ISTSPQGGGSGEESGGGSELCLYDPPEVPNATFKALSYK
NGTILNCECKRGFRRLKELVYMRCLGNSWSSNCQCTSNSH
DKSRKQUTAQLEHOKEQQTTTDMQKPTQSMHQENLTGHCR
EPPPWKHEDSKRIYHFVEGQSVHYECPGYKALQRGPAIS
ICKVKCGKTGWTQPQLTCVDEREHHRALASEESQGSRNSS
PESETSCPTTTDFPQPTETTAMTETFVLTVEYKGGHHHH
HH

58

Humana

Forma sin procesar del
IL-2 (Gly3Sex)2-
dominio extracelular del
IL.-2Ra+espadadorde
glidnay region de poli-
hisidina

MDRMQLLSCIALSLALVTNSAPTSSSTKKTQLQLEHLLLD
LQMILNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKKATELKHLQCL
EEELKPLEEVINLAQSKNFHLRPRDLISNINVIVLELKG
SETIFMCEYADETATIVEFLNRWTFCQSIISTLTGGGS
GGGSELCDDDPPEIPHATFKAMAYKEGTMLNCECKRGFR
RIKSGSLYMLCTGNSSHSSWDNQCQCTSSATRNTTKQVT
PQPEEQKERKTIEMQSPMQPVDQASLPGHCREPPPWENE
ATERIYHFWGQVIVYYQCVQGYRALHRGPAESVCKMTHG
KTRWTQPQLICTGEMETSQFPGEEKPQASPEGRPESETS
CLVTTIDFQIQTEMAATMETSIFTTEYQGGHHHHHH

59

Humana

Forma sin procesar del
IL-2 (Gly3Sen)3-
dominio extracelular del
IL-2Ra+espadadorde
glidnay region de poli
histidina

MDRMQLLSCIALSLALVTNSAPTSSSTKKTQLQLEHLLL
DLQMILNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKKATELKHLQ
CLEEELKPLEEVINLAQSKNFHLRPRDLISNINVIVLE
LKGSETIFMCEYADETATIVEFLNRWTFCQSISTLT
GGGSGGGSGGGSELCDDDPPEIPHATFKAMAYKEGTML
NCECKRGFRRIKSGSLYMLCTGNSSHSSWDNQCQCTSS
ATRNTIKQVTPQPEEQKERKTTEMQSPMQPVDQASLPG
HCREPPPWENEATERIYHFWGQMVYYQCVQGYRALHR
GPAESVCKMTHGKTRWTQPQUICTGEMETSQFPGEEKP
QASPEGRPESETSCLVTITDFQQTEMAATMETSIFTI
EYQGG

HHHHAH
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60 AA | Humana Fomasinprocesardel - | MDRMIQLLSCIALSLALVTNSAPTSSSTKKTQLQLEHLL
2 (Gly3Sery-dominio LDLQMILNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKKATELKHL
extraceluiardel IL2Ra+ | QCLEEELKPLEEVINLAQSKNFHLRPRDLISNINVIVL
espadadordegignay | ELKGSETIFVICEYADETATIVEFLNRWITFCQSISTLT
regon de pokthistidina GGGSGGGSGGGSGGGSELCDDDPPEIPHATFKAMAYKEG
TMLNCECKRGFRRIKSGSLYMLCTGNSSHSSWDNQCQCT
SSATRNTIKQVTPQPEEQKERKTTEMQSPMQPVDQASLP
GHCREPPPWENEATERIYHFWGQWVYYQCVQGYRALHR
GPAESVCKMTHGKTRWTQPQLICTGEMETSQFPGEEKPQ
ASPEGRPESETSCLVTTIDFQQTEMAATMETSIFTIEY
QGGHHHHHH
61 AA | Humana | Fomasnprocesardelll- | MDRMQLLSCIALSLALVINSAPTSSSTKKTQLQLEHLLL
2(Gly4Ser)d-dominio DLQVILNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKKATELKHLQC
extaceluardellL-2Ra+ | LEEELKPLEEVINLAQSKNFHLRPRDLISNINVIVLELK
espadadordegicnay GSETIFMCEYADETATIVEFLNRWMITFCQSIISTLTGGG
region de polthistidina GSGGGGSGGGGESGGGGSELCDDDPPEIPHATFKAMAYKE
GTMLNCECKRGFRRIKSGSLYMLCTGNSSHSSWDNQCQC
TSSATRNTIKQVTPQPEEQKERKTIEMQSPMQPVDQASL
PGHCREPPPWENEATERIYHRWGQWVYYQCVQGYRALH
RGPAESVCKMTHCKTRWTQPQUCTGEMETSQFPGEEKP
QASPEGRPESETSCLVTTIDFQQTEMAATMETSIFTTE
YQGGHHHHHH
62 AA | Humera | Fomamedural-2 APTSSSTKKTQLQLEHLLL DL QMILNGINNYKNPKLTRM
(Gy3Ser3-dominio LTFKFYMPKKATELKHLQCLEEEL KPLEEVLNLAQSKNF
extracelular del mutlL-2 HLRPRDLISNINVMLELKGSETIFMCEYADETATIVEF
Ra LNRWITFCQSISTLTGGGSGGGSGGGSELCDDDPPEIP
HATFKAMAYKEGTMLNCECKRGFTSIKSGSLYMLCTGNS
SHSSWDNQCQCTSSATRNTIKQVTPQPEEQKERKTIEMQ
SPMQPVDQASLPGHCREPPPWENEATERIYHFWGQMVY
YQCVQGYRALHRGPAESVCKMTHGKTRWTQPQLICTGEM
ETSQFPGEEKPQASPEGRPESETSCLVTTIDFQIQTEMA
ATMETSIFTTEYQ
63 NT | Humena | FomashprocesardellL- | ATGGACAGGATGCAACTCCTGTCTIGCATIGCACTAAGTC
2 (Gly3Sen3-dominio TTGCACTTGTCACAAACAGTGCACCTACTTCAAGTTCTAC
extacdulardeimuil2 | AAAGAAAACACAGCTACAACTGGAGCATTIACTGCTGGAT

RaMut

TACAGATGATITIGAATGGAATTAATAATIACAAGAATC
CCAAACTCACCAGGATGCTCACATTIAAGTTTIACATGCC
CAAGAAGGCCACAGAACTGAAACATCTTCAGTGTCTAGAA
GAAGAACTCAAACCTCTGGAGGAAGTGCTAAATITAGCTC
AAAGCAAAAACTTICACTTAAGACCCAGGGACTIAATCAG
CAATATCAACGTAATAGTICTGGAACTAAAGGGATCTGAA
ACAACATTCATGTGTGAATATGCTGATGAGACAGCAACCA
TIGTAGAATTICTGAACAGATGGATIA
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CCTTTIGTCAAAGCATCATCTCAACACTGACTgatg

GC
TCTGTGACGATGACCCGCCAGAGATCCCACACGCCA
CATICAAAGCCATGGCCTACAAGGAAGGAACCATGT
IGAACTGTGAATGCAAGAGAGGTTICACCTCAATAA
AAAGCGGGTCACTCTATATGCTCTGTACAGGAAACT
CTAGCCACTCGTCCTGGGACAACCAATGTCAATGCA
CAAGCTCTGCCACTCGGAACACAACGAAACAAGTGA
CACCTCAACCTGAAGAACAGAAAGAAAGGAAAACCA
CAGAAATGCAAAGTCCAATGCAGCCAGTGGACCAAG
CGAGCCTTCCAGGTCACTGCAGGGAACCTCCACCAT
GGGAAAATGAAGCCACAGAGAGAATTTATCATTTCG
TGGTGGGGCAGATGGITTATTATCAGTGCGTCCAGG
GATACAGGGCTCTACACAGAGGTCCTGCTGAGAGCT
CTGCAAAATGACCCACGGGAAGACAAGGTGGACCCA
(GCCCCAGCTCATATGCACAGGTGAAAGGAGACCAGT
CAGTTTCCAGGTGAAGAGAAGCCTCAGGCAAGCCCC
GAAGGCCGTCCTGAGAGTGAGACTTCCTGCCTCGTC
ACAACAACAGATTTTCAAATACAGACAGAAATGGCT
GCAACCATGGAGACGTCCATATTTACAACAGAGTAC
CAGGGTGGACATCACCATCACCATCACTAATAA

64

Humana

Forma madura el IL-2
(Gy4Seryd-dominio
extracelular del mutL-2
Ra

APTSSSTKKTQLQLEHLLLDL QMILNGINNYKNPKL
TRMLTFKFYMPKKATELKHLQCLEEEL KPLEEVINL
AQSKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMCEYAD
ETATVEFLNRMTFCQSISTLTGGGGSGGGGSGGG
(GSGGGGSELCDDDPPEIPHATFKAMAYKEGTMLNCEC
KRGFTSIKSGSLYMLCTGNSSHSSWDNQCQCTSSATR
NTTKQVTPQPEEQKERKTTEMQSPMQPVDQASLPGHC
REPPPWENEATERIYHFWGQMVYYQCVQGYRALHRGP
AESVCKMTHGKTRWTQPQLICTGEMETSQFPGEEKPQA
SPEGRPESETSCLVTTTDFQIQTEMAATMETSIFTTEYQ

65

NT

Humana

Forma sin procesar del
IL-2 (Gly4Ser)4-dominio
extracelular del mutlL-2
Ra

ATGGACAGGATGCAACTCCTGTCTTGCATTGCACTAA
GTCTTGCACTTGTCACAAACAGTGCACCTACTTCAAG
TTCTACAAAGAAAACACAGCTACAACTGGAGCATTTA
CTGCTGGATTTACAGATGATTTTGAATGGAATTAATA
ATTACAAGAATCCCAAACTCACCAGGATGCTCACATT
TAAGTTTTACATGCCCAAGAAGGCCACAGAACTGAAA
CATCTTCAGTGTCTAGAAGAAGAACTCAAACCTCTGG
AGGAAGTGCTAAATTTAGCTCAAAGCAAAAACTTTCA
CTTAAGACCCAGGGACTTAATCAGCAATATCAACGTA
ATAGTTCTGGAACTAAAGGGATCTGAAACAACATTCA
TGTGTGAATATGCTGATGAGACAGCAACCATTGTAGA
ATTTCTGAACAGATGGATTACCTTTTGTCAAAGCATC

ATCTCAACACTGACTggtggaggtogatdiootgga
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GGGTCACTCTATATGCTCTGTACAGGAAACTCTAGCCACT
GﬂUﬂGG%OM&MNGK%NGG@N@

| GN%MIENM&ID
MKﬂOMNIDMGIﬁMO%&%NI%MDNGﬂG
AACTGTGAATGCAAGAGAGGTTTCACCTCAATAAAAAGC

AAGTCCAATGCAGCCAGTGGACCAAGCGAGCCTTCCAGG
TCACTGCAGGGAACCTCCACCATGGGAAAATGAAGCCACA
GAGAGAATTTATCATTTCGTGGTGGGGCAGATGGTTTATT
ATCAGTGCGTCCAGGGATACAGGGCTCTACACAGAGGICCT
GCTGAGAGCGTCTGCAAAATGACCCACGGGAAGACAAGGTG
GACCCAGCCCCAGCTCATATGCACAGGTGAAATGGAGACCA
GTCAGTTTCCAGGTGAAGAGAAGCCTCAGGCAAGCCCCGAA
GGCCGTCCTGAGAGTGAGACTTCCTGCCTCGTCACAAGAACA
GATTTTCAAATACAGACAGAAATGGCTGCAACCATGGAGAC
GTCCATATTTACAACAGAGTACCAGGGTGGACATCACCATCA
CCATCACTAATAA

Todas las publicaciones y solicitudes de patente mencionadas
en la especificacidén son indicativas del nivel de las personas
experimentadas en la técnica a la que pertenece esta invencidn.
Todas las publicaciones y solicitudes de patentes se incorporan
aqui por referencia en la misma medida como si cada publicacién o
solicitud de patente individual se indicara especifica e
individualmente para ser incorporada por referencia.

Aungue la invenciébn anterior se ha descrito en algin detalle
a modo de ilustracién y ejemplo con fines de claridad de
comprensién, serd obvio que ciertos cambios y modificaciones se
pueden practicar dentro del alcance de las reivindicaciones

adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina de fusidn caracterizada porque
comprende:

(a) un primer polipéptido que comprende interleucina-2
(IL-2) o una variante funcional o fragmento de la misma; y

(b) un segundo polipéptido, fusionado dentro del marco
de lectura al primer polipéptido, el segundo polipéptido
comprende un dominio extracelular de receptor de interleucina
2 alfa (IL-2Ra) o una variante funcional o fragmento del
mismo,

en donde la proteina de fusidén tiene actividad IL-2.

2. La proteina de fusién de conformidad con 1la
reivindicacién 1, caracterizada porque tiene una mayor
potencia de IL-2 en comparacioén con IL-2 nativa o)
recombinante.

3. La proteina de fusidén de conformidad con cualquiera
de las reivindicaciones 1 6 2, caracterizada porque tiene una
mayor estimulacién de IL-2 persiste incrementada de IL-2R que
porta linfocitos in vivo, en comparacidén con IL-2 nativa o
recombinante.

4. La proteina de fusidén de conformidad con cualquiera
de las reivindicaciones 1-3, caracterizada porque

(a) el primer polipéptido que comprende IL-2 comparte
por lo menos 70% de identidad de secuencia con la SEC ID NO:

2; vy/o,
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(b) el segundo polipéptido que comprende el dominio
extracelular de IL-2Ra comparte por lo menos 70% de identidad
de secuencia con la SEC ID NO: 7.

5. La proteina de fusidén de conformidad con 1la
reivindicacidén 4, caracterizada porque

(a) el primer polipéptido que comprende IL-2 comparte
por lo menos 85%, 90%, 95%, o 99% de identidad de secuencia
con la SEC ID NO: 2; y/o,

(b) el segundo polipéptido que comprende el dominio
extracelular de IL-2Ra comparte por lo menos 85%, 90%, 95% o
99% de identidad de secuencia con la SEC ID NO: 7.

6. La proteina de fusidén de conformidad con cualquiera
de las reivindicaciones 1-5, caracterizada porque comprende
ademds una secuencia de unidén fusionada dentro del marco de
lectura entre el primer polipéptido y el segundo polipéptido.

7. La proteina de fusidén de conformidad con la
reivindicacién 6, caracterizada porque la secuencia de
enlazador comprende:

(a) un enlazador de glicina/serina;

(b) la secuencia establecida en las SEC ID NOs: 11, 12,
13, 14, 15, 40, 41, 50, 51, o 52; o,

(c) una secuencia que tiene por lo menos 90% o 95% de
identidad de secuencia con cualquiera de las SEC ID NOs: 11,
12, 13, 14, 15, 40, 41, 50, 51, o 52.

8. La proteina de fusién de conformidad con 1la
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reivindicacidén 7, caracterizada porque la proteina de fusidn
comprende

(a) la secuencia de aminocacidos de cualquiera de las SEC
ID NOS: 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 36,
37, 38, 39, 43, 44 , 45, 46, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, o
6l; o,

(b) una secuencia que tiene por lo menos 80%, 85%, 90%,
o 95% a cualquiera de las SEC ID NOS: 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 36, 37, 38, 39, 43, 44, 45, 46, 54,
55, 56, 57, 58, 59, 60, o 61.

9. La proteina de fusidén de conformidad <con la
reivindicacién 7, caracterizada porque comprende por 1o menos
una mutacidén en el dominio extracelular de IL-2Ra.

10. La proteina de fusién de conformidad con la
reivindicacién 9, caracterizada porque comprende:

(a) la secuencia de aminoacidos de conformidad con
cualquiera de las SEC ID NOs: 62 o 64; o

(b) una secuencia que tiene al menos 80%, 85%, 90%, o
95% a cualquiera de las SEC ID NOs: 62 o 64.

11. Un polinucledétido caracterizado porque comprende una
secuencia de nucledétidos que codifica la proteina de fusiédn
de conformidad con cualgquiera de las reivindicaciones 1-10.

12. Una célula hospedera caracterizada porque comprende
el polinucledtido de conformidad con la reivindicacién 11.

13. La célula hospedera de conformidad con la
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reivindicacién 12, caracterizada porque comprende una célula
CHO o una célula COS.

14. Un método para fabricar una proteina de fusidn de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-10,
caracterizado porque comprende introducir en una célula
hospedera un polinucledétido que <codifica la proteina de
fusidén de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones
1-8 y que expresa la proteina de fusidén en la célula
hospedera.

15. El1 método de conformidad con la reivindicacién 14,
caracterizado porque el ©polinucledétido que codifica 1la
proteina de fusidn estd unido operativamente a un promotor
activo en la célula hospedera.

16. Un método para disminuir la respuesta inmune en un
sujeto caracterizado porgque comprende la administracién a un
sujeto en necesidad de una disminucidén en la respuesta inmune
de una cantidad terapéuticamente eficaz de la proteina de
fusién de conformidad con cualgquiera de las reivindicaciones
1-10.

17. E1 método de conformidad con la reivindicacidén 16,
caracterizado porque el sujeto tiene una enfermedad
autoinmune.

18. E1 método de conformidad con la reivindicacién 17,
caracterizado porque la enfermedad autoinmune comprende

diabetes tipo 1, esclerosis multiple, artritis reumatoide,
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enfermedad celiaca, lupus eritematoso sistémico, artritis
idiopatica Jjuvenil, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa o
esclerosis sistémica, enfermedad de injerto contra hospedero,
psoriasis, alopecia areata, o vasculitis inducida por HCV.

19. El1 método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 16-18, —caracterizado porque la cantidad
terapéuticamente eficaz de la proteina de fusidn comprende
103 a 10° IU de actividad de IL-2 por adulto o 10% + 100 veces
de la actividad de 1IL-2 por adulto para disminuir una
respuesta inmune.

20. Un método para aumentar la respuesta inmune en un
sujeto, caracterizado porque comprende administrar a un
sujeto en necesidad de un aumento en la respuesta inmune de
una cantidad terapéuticamente eficaz de la proteina de fusidn
de conformidad con cualgquiera de las reivindicaciones 1-10.

21. Un método para mejorar la inmunogenicidad de una
vacuna en un sujeto, caracterizado porque comprende:

(a) administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente
eficaz de la proteina de fusibén de conformidad con cualquiera
de las reivindicaciones 1-10; v,

(b) administrar al sujeto una vacuna,

en donde la proteina de fusioén aumenta la
inmunogenicidad de la vacuna.

22. Un método para superar una respuesta inmune

suprimida a una vacuna en un sujeto, caracterizado porque
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comprende:

(a) administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente
eficaz de la proteina de fusidén de conformidad con cualquiera
de las reivindicaciones 1-10; vy,

(b) administrar al sujeto una vacuna,

en donde la proteina de fusidén supera la respuesta
inmune suprimida a la vacuna.

23. El1 método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 21 o) 22, caracterizado porque la
administracién de la cantidad terapéuticamente eficaz de la
proteina de fusién y la administracién de la wvacuna es
secuencial, en cualqgquier orden.

24. E1 método de conformidad con cualquiera de 1las
reivindicaciones 21 o 22, caracterizado porque la
administracién de la cantidad terapéuticamente eficaz de 1la
proteina de fusidén y la administracién de 1la vacuna es
simultanea.

25. El1 método de conformidad con cualgquiera de las
reivindicaciones 21-24, caracterizado porque la vacuna es una
vacuna contra el cancer.

26. El1 método de conformidad con cualgquiera de las
reivindicaciones 20-25, <caracterizado porque la cantidad
terapéuticamente eficaz de la proteina de fusidén comprende
por lo menos 10% a 107 IU de la actividad de IL-2 por adulto o

por lo menos 10° + 100 de la actividad de IL-2 por adulto



104

para aumentar una respuesta inmune.

27. El1 método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 14-26, caracterizado porque el sujeto es un
humano.

28. El1 método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 14-26, caracterizado porque el sujeto es un

mamifero domesticado o un mamifero agricola.
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RESUMEN DE LA INVENCION

Se proporcionan varios métodos y composiciones que se
pueden emplear para modular el sistema inmune. Las
composiciones incluyen una proteina de fusidén que comprende:
(a) un primer polipéptido que comprende interleucina-2 (IL-2)
o una variante funcional o fragmento de la misma; y (b) un
segundo polipéptido, fusionado en el marco de lectura al
primer polipéptido, en donde el segundo polipéptido comprende
un dominio extracelular del receptor de interleucina 2 alfa
(IL-2Ra) o una variante funcional o fragmento del mismo, y en
donde la proteina de fusidén tiene actividad de IL-2. Se
proporcionan varios métodos para la modulacién de la
respuesta inmune en un sujeto que comprende administrar a un
sujeto en necesidad del mismo una cantidad terapéuticamente
eficaz de la proteina de fusién de IL-2/IL-2Ra descrita en

este documento.



