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Célula CHO que expresa heterodimeros I1L-15

CAMPO

[0001] La presente descripcion se refiere a un complejo polipeptidico que comprende
un polipéptido de interleucina 15 (IL-15) humana y un polipéptido del receptor alfa de
interleucina 15 humana (IL-15Ra) que tiene un perfil de glicosilacion tnico, y métodos para
producir dicho polipéptido.

LISTADO DE SECUENCIAS

[0002] La presente solicitud contiene un Listado de Secuencias que se ha presentado
electrénicamente en formato ASCII y se incorpora en el presente documento como referencia
en su totalidad. Dicha copia ASCII, creada el 27 de enero de 2021, se denomina PAT058680-
WO-PCT_SL.txt y tiene un tamafio de 37.833 bytes.

ANTECEDENTES

[0003] La citocina, interleucina—15 (IL-15), es un miembro de la familia de linfocinas
de cuatro haces de hélice alfa producidas por muchas células del cuerpo. La IL-15 juega un
papel fundamental en la modulacion de la actividad del sistema inmunolégico innato y
adaptativo, por ejemplo, el mantenimiento de la respuesta de las células T de memoria a los
patdgenos invasores, la inhibicién de la apoptosis, la activacion de las células dendriticas y la
induccion de la proliferacion celular de Natural Killer (NK) y actividad citotoxica.

[0004] El receptor de IL-15 consta de tres polipéptidos, el receptor alfa especifico de
tipo IL-15 ("IL-15Ra"), el receptor beta de IL-2/IL-15 (0 CD122) ("B"), y la cadena gamma
comun (o CD132) ("y") que es compartida por multiples receptores de citocinas. Se cree que
IL-15Ra se expresa en una amplia variedad de tipos de células, pero no necesariamente junto
con By v. Se ha demostrado que la senalizacion de 1L-15 se produce a través del complejo
heterodimérico de IL-15Ra, B y v; a través del complejo heterodimérico de B y v, o a través
de una subunidad, IL-15RX, que se encuentra en los mastocitos.

[0005] La IL-15 es una proteina soluble, pero la IL-15 enddgena no se detecta
facilmente en suero o fluidos corporales, dado que se presenta predominantemente como una
forma unida a la membrana que se expresa 0 adquiere por varios tipos de células accesorias.
Por ejemplo, aunque el ARNm de IL-15 se detecta en células tanto de linaje hematopoyético
como no hematopoyético, las células T no producen IL-15. En cambio, IL-15 se une a la IL—

I15Ra, formando complejos de superficie celular en las células T. IL-15 se une
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especificamente a IL-15Ra con alta afinidad a través del "dominio sushi” en el exén 2 del
dominio extracelular del receptor. Después del reciclaje transendosémico y la migracion de
regreso a la superficie celular, estos complejos de IL-15 adquieren la propiedad de activar las
células espectadoras que expresan el complejo receptor de baja afinidad IL-15R By,
induciendo la sefializacion mediada por IL-15 a traves de la via Jak/Stat. Se ha observado una
forma soluble de tipo salvaje de IL-15Ra ("sIL-15Ra"), que se escinde en un sitio de escision
en el dominio extracelular inmediatamente distal al dominio transmembrana del receptor. La
enzima convertidora del factor de necrosis tumoral alfa (TACE/ADAM17) se ha implicado
como una proteasa involucrada en este proceso.

[0006] En base a su papel multifacético en el sistema inmunoldgico, se han explorado
diversas terapias disefiadas para modular la funcion mediada por IL-15. Informes recientes
sugieren que 1L-15, cuando forma un complejo con sIL-15Ra, o ¢l dominio sushi, mantiene
su funcién de mejora inmunoldgica. Se ha demostrado que los complejos de IL-15 e IL—
15/IL-15Ra recombinantes promueven en diferentes grados la expansion de las células T
CD8 de memoria y las células NK y mejoran el rechazo de tumores en varios modelos
preclinicos. Ademas, el direccionamiento tumoral de los constructos que contienen el
complejo IL-15 o IL-15/IL-15Ra en modelos de raton, dio como resultado respuestas
antitumorales mejoradas en animales inmunocompetentes trasplantados con tumores
singenicos o0 en ratones SCID deficientes en células T y B (que retienen células NK)
inyectados con lineas de células tumorales humanas. Se cree que el aumento de la actividad
antitumoral depende del aumento de la vida media del resto que contiene 1L-15, asi como de
la trans—presentacion de IL-15 en la superficie de las células tumorales, que conduce a una
mayor expansion de células T citotdxicas NK y / o CD8 dentro del tumor. Como tal, también
se informo que las celulas tumorales disefiadas para expresar IL—15 promueven el rechazo de
tumores establecidos al mejorar el reclutamiento, la proliferacion y la funcion de células T y
NK (Zhang et al, (2009) PNAS USA. 106:7513-7518; Munger et al, (1995) Cell Immunol.
165(2):289-293; Evans et al, (1997) Cell Immunol. 179(1):66—73; Klebanoff et al, (2004)
PNAS USA. 101(7):1969-74; Sneller et al, (2011) Blood.118(26):6845-6848; Zhang et al,
(2012) J. Immunol. 188(12):6156-6164).

[0007] Es bien conocido que la actividad biolégica de una proteina que contiene
cadenas de oligosacaridos, conocida como glicoproteina, depende no sélo de la estructura
integral de la proteina, sino también de las propiedades del oligosacarido unido

covalentemente a la proteina. La glicosilacion puede afectar la solubilidad, la resistencia al
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ataque proteolitico y la inactivacion térmica, la estructura cuaternaria, la actividad, el
direccionamiento, la antigenicidad, la actividad funcional y la vida media de la proteina. Los
patrones de glicosilacion de mamiferos en general se describen en Fukuda et al. (1994),
Molecular Glycobiology, IRL Press, Nueva York, que se incorpora en el presente documento
como referencia. El acido sidlico acido N-acetilneuraminico (NANA) es un componente
principal de los glicanos ligados a N y O. Se ha demostrado que el &cido sialico es importante
para mantener la vida media de las terapias proteicas. Se sabe que las glicoproteinas
desialiladas o sub-sialiladas tienen una vida media significativamente reducida en plasma.
Por tanto, es ventajoso producir un complejo IL-15/IL-15Ra con un perfil de glicosilacion

Unico.

SINTESIS DE LA INVENCION

[0008] En el presente documento se describen composiciones de heterodimero de IL—
15/IL-15Ra con perfil de glicosilacion tnico. El acido N—acetilneuraminico (NANA) es un
componente principal de los glicanos ligados a N y O. NANA es la forma predominante de
acidos neuraminicos dentro de los eventos de glicosilacion de proteinas en humanos, mientras
que otros mamiferos también pueden incluir otros derivados tales como el acido N—
glicolilneuraminico (NGNA). NANA se puede unir de varias formas a las estructuras
centrales de los N—y O—glicanos. De manera predominante, se pueden encontrar enlaces (2,
3) y a(2, 6) al sacarido posterior, aunque existen otros enlaces tales como a(2, 8). Las células
humanas, por ejemplo las células de rifion embrionario humano (HEK) producen
principalmente la sialilacion ligada a o(2, 6), mientras que muchas lineas celulares de
produccioén, por ejemplo las lineas celulares de mamiferos, tales como la linea celular de
ovario de hdmster chino (CHO), producen la sialilacion ligada a a(2, 3).

[0009] En las células CHO, se ha informado que la enzima responsable de producir
extensiones NANA unidas a alfa(2, 6) a las estructuras centrales de glicano (alfa—2,6—
sialiltransferasa 1 beta—galactdsido) es inactiva o no se expresa en células CHO (véase, por
ejemplo, Chung et al. (2017) Biotechnol. J. 12: 1600502), aunque el gen de la enzima en si
estd presente en C. griseus. La presente invencion se basa en el descubrimiento inesperado de
que el complejo IL-15/IL-15Ra producido por células CHO tiene patrones de glicosilacion
diferentes en comparacion con el complejo IL-15/IL-15Ra producido por lineas celulares
humanas. Ademas, se observé el glicano de tipo de enlace alfa(2, 6) en el complejo IL-15/IL—
15Ra producido en células CHO. Este patron de glicosilacion es Gnico y sorprendente dado

que generalmente se observa en proteinas expresadas en lineas celulares humanas.
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Proporciona beneficios directos, por ejemplo, menos inmunogenicidad, en comparacion con el
patrén CHO esperado al estar méas cerca de las formas de glicosilacion humana. Por ejemplo,
los glucoepitopos potencialmente inmunogénicos no humanos, tales como el acido N—
glicolilneuraminico, estan esencialmente ausentes en la IL-15/IL—15Ra producida por células
CHO. Ademas, la glicosilacion puede afectar la vida media de las citocinas in vivo y su
distribucion. y, por tanto, afectan la eficacia terapéutica del complejo IL-15/IL-15Ra
glicosilado.

[0010] Por otro lado, los complejos IL-15/IL-15Ra derivados de células HEK no se
consideran éptimos para un mayor desarrollo debido a la baja robustez del proceso, bajos
rendimientos, uso de materias primas de origen animal en el proceso de produccion,
caracterizacion analitica compleja con resolucion limitada, y existencia de una variante de
empalme en IL-15Ra detectada recientemente. La variante de empalme de IL-15Ra puede
causar toxicidad. Ademas, la presencia de especies adicionales dificulta la determinacién de la
cantidad exacta de complejo IL-15/IL-15Ra activo que se administra al paciente y afecta la
potencia del farmaco. La susceptibilidad a la contaminacién viral también se considera un
riesgo potencial cuando se utilizan células HEK para producir biofarmacos recombinantes.
Por tanto, las células CHO se consideran mas dptimas para producir complejos de IL-15/1L—
15Ra porque son mas seguras, N0 son tan susceptibles a la contaminacion viral y tienen un
rendimiento mucho mayor.

[0011] Por consiguiente, la presente descripcion se s a refieren complejo polipeptidico
que comprende un polipéptido de interleucina 15 (IL-15) humana y un polipéptido del
receptor alfa de interleucina 15 humana (IL-15Ra). En algunas formas de realizacion, el
complejo polipeptidico comprende glicanos unidos a N que comprenden FA2G2, FA2G2S1,
FA2G2S2, FA3G3Sl1l, FA2F1G2S2, FA3G2S2, y FA3G3S3. En algunas formas de
realizacion, el polipéptido de IL-15 tiene la secuencia de SEQ ID NO: 10 5, e IL-15Ra tiene
la secuencia de SEQ ID NO: 6, 7, 10, 12, 14 0 21.

[0012] En algunas formas de realizacion, los glicanos ligados a N comprenden al
menos aproximadamente 10%, 12,5%, 15%, 17,5%, 20% o 22,5% de FA2G2S1. En algunas
formas de realizacion, los glicanos ligados a N comprenden al menos aproximadamente 10%,
11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19%, 20%, 21%, 22%, 23%, 24% 0 25% de
FA2G2S1.

[0013] En algunas formas de realizacion, los glicanos unidos a N comprenden al
menos aproximadamente el 10%, 20%, 30% o 40% de FA2G2S2. En algunas formas de
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realizacién, los glicanos unidos a N comprenden al menos aproximadamente 10%, 12,5%,
15%, 17,5%, 20%, 22,5%, 25%, 27,5%, 30%, 32,5%, 35%, 37,5% 0 40% de FA2G2S2.

[0014] En algunas formas de realizacion, el complejo polipeptidico comprende
glicanos unidos a O. En algunas formas de realizacion, al menos el 80%, 85%, 90% 0 95% de
los glicanos es glicano unido a O del nacleo 1.

[0015] En algunas formas de realizacion, el glicano unido O del nicleo 1 esta
predominantemente monosialilado y/o disialilado.

[0016] Adicionalmente, se describen en el presente documento complejos
polipeptidicos que comprenden un polipéptido de interleucina 15 (IL-15) humana y un
polipéptido del receptor alfa de interleucina 15 humana (IL-15Ra) que tiene tanto glicanos
unidos a O como glicanos unidos a N. En algunas formas de realizacion, los glicanos unidos a
O del complejo polipeptidico tienen al menos aproximadamente 80%, 85%, 90% o 95% de
los glicanos tienen estructuras de glicanos unidos a O del nucleo 1; y el complejo
polipeptidico comprende glicanos unidos a N que comprenden FA2G2, FA2G2S1, FA2G2S2,
FA3G3S1, FA2F1G2S2, FA3G2S2, y FA3G3S3. En algunas formas de realizacion, el
polipéptido de IL-15 tiene la secuencia de SEQ ID NO: 1 0 5, e IL-15Ra tiene la secuencia
de SEQ ID NO: 6, 7, 10, 12, 14 0 21.

[0017] En algunas formas de realizacién, los glicanos unidos a N comprenden al
menos aproximadamente 10%, 12,5%, 15%, 17,5%, 20% o 22,5% de FA2G2S1. En algunas
formas de realizacion, los glicanos unidos a N comprenden al menos el 10%, 20%, 30% o
40% de FA2G2S2. En algunas formas de realizacion, el glicano unido a O del nucleo 1 esta
predominantemente monosialilado y/o disialilado.

[0018] Ademas, se describen en el presente documento heterodimeros de IL-15/1L—
15Ra aislados producidos en una célula no humana, en donde el heterodimero de IL-15/1L—
15Ro comprende o(2,6) sialilacion unida a O. En algunas formas de realizacién, la célula no
humana es una célula recombinante de ovario de hdmster chino (CHO). En algunas formas de
realizacion, la célula CHO se altera para deteriorar la funcién de la matriptasa.

[0019] En algunas formas de realizacion, el heterodimero de IL-15/IL—15Ra. aislado
comprende glicanos unidos a O, y en donde al menos el 90% o el 95% de los glicanos es
glicano unido a O del nacleo 1. En algunas formas de realizacion, aproximadamente el 15%
de los O—glicanos tiene sialilacion unida a o(2,6).

[0020] Ademas, se describen en el presente documento composiciones farmacéuticas

que comprenden cualquiera de los complejos polipeptidicos o cualquiera de los heterodimeros
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IL-15/IL-15Ra aislados descritos en el presente documento. En algunas formas de
realizacién, la composicion farmacéutica comprende ademas un portador farmacéuticamente
aceptable.

[0021] Adicionalmente, se describen en el presente documento células no humanas
que comprenden acidos nucleicos que codifican un polipéptido de interleucina 15 (IL-15)
humana y un polipéptido del receptor alfa de interleucina 15 humana (IL-15Ra), en donde la
IL-15 y la IL-15Ro expresadas por la célula forma un heterodimero, y en donde el
heterodimero comprende sialilacion unida a a(2,6).

[0022] Ademas, en el presente documento se describen métodos para tratar el cancer,
que comprenden administrar a un sujeto que necesite la composicion farmacéutica que se
describe en el presente documento.

[0023] Ademas, en el presente documento se describen métodos para producir células
que expresan heterodimero IL-15/IL-150, que comprenden (a) proporcionar células no
humanas; (b) transfectar las células no humanas con dos vectores al mismo tiempo, en donde
los dos vectores comprenden un primer vector que codifica tanto IL-15Ra como I1L-15, y un
segundo vector que codifica una porcion de IL-15Ra y cultivar las células transfectadas; (c)
transfectar las células del paso b) con un tercer vector que codifica IL-15 y cultivar las células
transfectadas; y (d) aislar clones individuales que expresan el heterodimero IL-15/IL—15a.
[0024] En algunas formas de realizacion, la célula no humana es una célula
recombinante de ovario de hamster chino (CHO). En algunas formas de realizacion, la célula
CHO se modifica para alterar la funcion del gen de la matriptasa. En algunas formas de
realizacion, la IL-15Ra tiene la secuencia de SEQ ID NO: 12. En algunas formas de
realizacion, la IL-15 tiene la secuencia de SEQ ID NO: 5. En algunas formas de realizacion,
la porcion de IL-15 Ra es soluble porcion de IL-15Ra. En algunas formas de realizacion, la
porcion soluble de IL-15Ra tiene la secuencia de SEQ ID NO: 10.

[0025] Adicionalmente, se describen en el presente documento métodos para producir
heterodimero IL-15/IL-15 Ra, que comprenden (a) cultivar las células producidas
anteriormente en una condicion que permita la expresion de un heterodimero IL-15/1L-15Ra
y la secrecion del heterodimero IL-15/IL-15Ra, y (b) aislar el heterodimero IL-15/IL—15a
del cultivo celular.

[0026] También se describen en este documento complejos polipeptidicos que
comprenden un polipéptido de interleucina 15 (IL-15) humana y un polipéptido del receptor

alfa de interleucina 15 humana (IL-15Ra), en donde el complejo polipeptidico se produce por
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una célula de ovario de hamster chino (CHO) recombinante. y en donde el complejo
polipeptidico no tiene una variante de corte y empalme de cadena de IL-15Ra.

[0027] En algunas formas de realizacién, la variante de corte y empalme de la cadena
de IL-15Ra comprende 159 residuos que se extienden desde 11 a G159. En algunas formas de

realizacién, la célula CHO se altera para deteriorar la funcién de la matriptasa.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0028] Las Figuras 1A-1C muestran mapas de vectores de pBW1697, pBW1703 y
pBW1916. El vector pBW1697 (A) incluye genes para la expresion de IL-15 e IL-15Ra;
pBW1703 (B) incluye genes para la expresion de IL-15Ra y (C) pBW1916 incluye genes
para la expresion de IL-15. Los tres plasmidos incluyen el sitio Swal utilizado para la
linealizacion del vector.

[0029] Las Figuras 2A-2C muestran el andlisis de transferencia Northern de células
que producen IL-15/IL-15Ra (C009) al comienzo y al final del estudio de estabilidad. La
expresion de ARNm de IL-15 (A), IL-15 propia con propéptido (B) e IL-15Ra (C) de la
célula se analiz6 mediante transferencia Northern. Se carg6 una escalera de ARN de 0,5 — 10
kb en el carril M, y el ARN de control de las células CHO-MakKao parentales en el carril P. (A)
Se detectd el tamafio de banda de 1 kb esperado del ARNm de IL-15. (B) Se detecto el
tamafio de banda esperado de 1 kb de SP propia de IL-15 con ARNm del propéptido. (C) Se
detect6 el tamafio de banda esperado de 1 kb del ARNm de IL-15Ra. No se detecto sefial para
las células parentales.

[0030] Las Figuras 3A-3C muestran el andlisis de transferencia Southern de células
que producen IL-15/IL-15Ra (C009) al comienzo y al final del estudio de estabilidad. El
ADN gendmico de la célula se digiri6 con la enzima de restriccion Mfel y se analizé mediante
transferencia Southern, utilizando una sonda So465 dirigida a la secuencia del gen IL-15 (A),
la sonda So0466 dirigida a la secuencia del propéptido + SP propia de IL-15 (B) y la sonda
S0467 que se dirige a la secuencia del gen IL-15Ra (C). Se cargd una escalera de ADN
(marcador de ADN molecular VII, Roche) en el carril M. Los carriles 1-3 contenian ADN
gendmico digerido con Mfel de celulas CHO-MakKao parentales, sin (carril 4) o con pBW1697
digerido con Mfel enriquecido (carril 1), ADN del vector pBW1703 (carril 2) y pBW1916
(carril 3) a 5 copias por genoma. (A) El tamafio de banda esperado de 1,9 kb para el
fragmento de IL-15 se detecta en pBW1697 (carril 1), en pBW1916 (carril 3) y al principio y
al final de la estabilidad (carriles 5 y 6). (B) El tamafio de banda esperado de 1,9 kb para el
fragmento del propéptido + SP propio de IL-15 se detecta a partir de pBW1697 (carril 1), no
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se detecta banda al comienzo y al final de la estabilidad (carriles 5 y 6). (C) El tamafio de
banda esperado de 2,5 kb para el fragmento IL-15Ra (IL-15Ra FL) se detecta de pBW1697
(carril 1), el tamafio de banda de 2 kb (IL-15Ra sol) se detecta de pBW1703 (carril 2) y al
principio y al final de la estabilidad (carriles 5 y 6). No se pudo detectar ninguna sefial para
las células parentales.

[0031] La Figura 4 muestra el nimero de copias transgénicas de células que producen
IL-15/IL-15Ra (C009) al comienzo y al final de la estabilidad. IL-15/propio SP (columnas
negras), IL-15Ra/UTR12SP (columnas de color gris oscuro) e IL-15/UTR12SP (columnas de
color gris claro) se midieron los nimeros de copias de genes (por genoma haploide) mediante
qPCR para las células que producen IL-15/IL-15Ra y células parentales de CHO-MaKo.
[0032] Las Figuras 5A y 5B muestran la discriminacion de acido sialico con enlaces
a 2,3 y a 2,6. El panel A representa la ctil-esterificatina de la 6-dialilactosa, el panel B

representa la formacién de una lactona para la 3’—sialilactosa.

[0033] La Figura 6 muestra la distribucion de O—glicanos de het 1L-15.

[0034] La Figura 7 muestra una estructura de tipo nicleo 1.

[0035] La Figura 8 muestra una estructura de tipo nucleo 2.

[0036] La Figura 9 muestra el espectro de MS de het IL-15.

[0037] La Figura 10 muestra perfiles de N—glicanos de het IL-15 que se producen por
HEK y CHO.

[0038] La Figura 11 muestra perfiles de N—glicanos de het IL-15 que se producen por
HEK.

[0039] La Figura 12 muestra perfiles de N—glicanos de het IL-15 que se producen por
CHO.

[0040] La Figura 13 muestra la nomenclatura de los bloques de construccion

individuales de glicanos.
[0041] La Figura 14 muestra el disefio del estudio de expansion y escalada de dosis.

[0042] La Figura 15 muestra perfiles cromatograficos de lotes HEK293 y lotes CHO.

DESCRIPCION DETALLADA

Temas Generales

[0043] Para que la presente invencion se entienda més facilmente, se definen ciertos

términos a lo largo de la descripcion detallada. A menos que se defina lo contrario, todos los



WO 2021/156720 PCT/1B2021/050730

términos técnicos y cientificos utilizados en este documento tienen el mismo significado que
los entendidos comUnmente por los expertos en la técnica a la que pertenece esta invencion.
[0044] Terminologia

[0045] A menos que se indique lo contrario, los siguientes términos y frases, tal como
se utilizan en el presente documento, pretenden tener los siguientes significados:

[0046] Como se utiliza en el presente documento, los articulos "un™ y "uno/una™ se
refieren a uno o mas de uno (por ejemplo, al menos uno) del objeto gramatical del articulo.
[0047] El término "o" se utiliza en este documento con el significado y se utiliza
indistintamente con el término "y/0", a menos que el contexto indique claramente lo contrario.
[0048] "Alrededor de" y "aproximadamente" significaran generalmente un grado
aceptable de error para la cantidad medida dada la naturaleza o precision de las mediciones.
Los grados de error ejemplares estan dentro del 20 por ciento (%), tipicamente dentro del 10%
y mas tipicamente dentro del 5% de un valor o rango de valores dado.

[0049] Los términos "enfermedad” y “trastorno™ se utilizan indistintamente para
referirse a una afeccion, en particular, una afeccion patoldgica. En determinadas formas de
realizacion, los términos "enfermedad" y "trastorno" se utilizan indistintamente para referirse
a una enfermedad afectada por la transduccion de sefiales de IL-15 y/o una enfermedad
afectada por la promocion de una respuesta efectora inmunitaria.

[0050] Como se utiliza en el presente documento, los términos "tratar”, “tratamiento™
y "que trata" se refieren a la reduccion o mejora de la progresion, gravedad y/o duracion de un
trastorno, por ejemplo, un trastorno proliferativo, o la mejora de uno o méas sintomas (de
modo preferente, uno o méas sintomas discernibles) del trastorno resultante de la
administracion de una o mas terapias. En formas de realizacion especificas, los términos
"tratar”, "tratamiento” y "que trata” se refieren a la mejora de al menos un parametro fisico
medible de un trastorno proliferativo, tal como el crecimiento de un tumor, no necesariamente
discernible por el paciente. En otras formas de realizacion, los términos "tratar", "tratamiento”
y "que trata" se refieren a la inhibicién de la progresion de un trastorno proliferativo, ya sea
fisicamente mediante, por ejemplo, la estabilizacion de un sintoma discernible,
fisiologicamente mediante, por ejemplo, la estabilizacion de un trastorno fisico. parametro, o
ambos. En otras formas de realizacion, los términos "tratar”, “tratamiento” y "que trata” se
refieren a la reduccion o estabilizacion del tamafio del tumor o el recuento de células

cancerosas.
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[0051] Como se utiliza en este documento, los términos "terapias™ y "terapia” pueden
referirse a cualquier protocolo(s), método(s), composicion, formulaciones y/o agente(s) que se
pueden utilizar en la prevencién, el tratamiento, manejo o mejora de una enfermedad, por
ejemplo, céncer, enfermedad infecciosa, linfopenia e inmunodeficiencias, 0 un sintoma
asociado con las mismas. En ciertas formas de realizacion, los términos “terapias" y "terapia”
se refieren a terapia bioldgica, terapia de apoyo y/u otras terapias Utiles en el tratamiento,
manejo, prevencion o mejora de una enfermedad o un sintoma asociado con la misma

conocido por un experto en el arte.
[0052] Como se utiliza en este documento, los términos "se une especificamente”,

"reconoce especificamente™ y términos analogos en el contexto de un receptor (por ejemplo,
IL-15Ra nativo o receptor By de IL-15) y una interaccion de ligando (por ejemplo, IL-15
nativa) se refiere a la union o asociacion especifica entre el ligando y el receptor. De modo
preferente, el ligando tiene mayor afinidad por el receptor que por otras moléculas. En una
forma de realizacion especifica, el ligando es IL-15 nativa y el receptor nativo es IL-15Ra.
En otra forma de realizacion especifica, el ligando es el complejo IL-15/IL-15Ra nativo y el
receptor nativo es el complejo receptor By. En una forma de realizacion adicional, el complejo
IL-15/IL-15Ra se une al complejo del receptor Py y activa la transduccion de senales
mediada por IL-15. Los ligandos que se unen especificamente a un receptor se pueden
identificar, por ejemplo, mediante inmunoensayos, BIAcoreTM u otras técnicas conocidas por
los expertos en la técnica.

[0053] Como se utiliza en este documento, el término "se une
inmunoespecificamente™ y "se une especificamente” en el contexto de los anticuerpos se
refiere a moléculas que se unen especificamente a un antigeno (por ejemplo, un epitopo o un
complejo inmune) y no se unen especificamente a otra molécula. Una molécula que se une
especificamente a un antigeno puede unirse a otros antigenos con una afinidad méas baja
determinada por, por ejemplo, inmunoensayos, BIAcoreTM u otros ensayos conocidos en la
técnica. En una forma de realizacion especifica, las moléculas que se unen a un antigeno no

reaccionan de forma cruzada con otros antigenos.

[0054] Por "una combinacion” o "en combinacion con”, no se pretende implicar que la
terapia o los agentes terapéuticos deban administrarse al mismo tiempo y/o formularse para su
administracion juntos, aunque estos métodos de administracion estdn dentro del alcance
descrito en este documento. Los agentes terapéuticos en la combinacion se pueden administrar

al mismo tiempo, antes o después de una 0 mas terapias o agentes terapeuticos adicionales.
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Los agentes terapéuticos o el protocolo terapéutico se pueden administrar en cualquier orden.
En general, cada agente se administrara en una dosis y/o en un horario determinado para ese
agente. Ademas, se apreciara que el agente terapéutico adicional utilizado en esta
combinacion puede administrarse junto en una Unica composicion o administrarse por
separado en diferentes composiciones. En general, se espera que los agentes terapéuticos
adicionales utilizados en combinacion se utilicen a niveles que no superen los niveles a los
que se utilizan individualmente. En algunas formas de realizacion, los niveles utilizados en
combinacion seran mas bajos que los utilizados individualmente.

[0055] El término "efecto anticancerigeno” se refiere a un efecto bioldgico que puede
manifestarse por diversos medios, que incluyen, pero no se limitan a, una disminucién del
volumen del tumor, una disminucion del nimero de células cancerosas, una disminucion en el
nimero de metéstasis, un aumento de la esperanza de vida, una disminucion de la
proliferacion de células cancerosas, una disminucion de la supervivencia de las células
cancerosas 0 una mejora de varios sintomas fisiologicos asociados con la afeccion cancerosa.
Un "efecto anticancerigeno” también puede manifestarse por la capacidad de los péptidos,
polinucledtidos, células y anticuerpos para prevenir la aparicién de cancer en primer lugar.
[0056] El término "efecto antitumoral” se refiere a un efecto biolégico que puede
manifestarse por varios medios, que incluyen, pero no se limitan a, una disminucion del
volumen del tumor, una disminucion del nimero de células tumorales, una disminucion de la
proliferacion de células tumorales o una disminucién de la supervivencia de las células
tumorales.

[0057] El término "céncer" se refiere a una enfermedad caracterizada por el
crecimiento répido y descontrolado de células aberrantes. Las células cancerosas pueden
diseminarse localmente o a través del torrente sanguineo y el sistema linfatico a otras partes
del cuerpo. Los ejemplos de varios canceres se describen en este documento e incluyen, pero
no se limitan a, cancer de mama, cancer de prostata, cancer de ovario, cancer de cuello
uterino, cancer de piel, cancer de pancreas, cancer colorrectal, cancer renal, cancer de higado,
cancer de cerebro, linfoma, leucemia, cancer de pulmén y similares. Los términos "tumor" y
"cancer" se utilizan indistintamente en el presente documento, por ejemplo, ambos términos
abarcan tumores solidos y liquidos, por ejemplo, tumores difusos o circulantes. Como se
utiliza en el presente documento, el término "cancer” o "tumor" incluye canceres y tumores

premalignos, asi como malignos.
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[0058] "Efector inmunoldgico” o "funcion™ o "respuesta” “efectora”, como se utiliza
ese término en este documento, se refiere a la funcion o respuesta, por ejemplo, de una célula
efectora inmunitaria, que mejora o promueve un ataque inmunoldgico de una célula objetivo.
Por ejemplo, una funcion o respuesta efectora inmunitaria se refiere a una propiedad de una
célula T o NK que promueve la muerte o la inhibicion del crecimiento o la proliferacion de
una célula objetivo. En el caso de una célula T, la estimulacion primaria y la coestimulacion
son ejemplos de funcién o respuesta efectora inmunitaria.

[0059] El término "funcion efectora” se refiere a una funcion especializada de una
célula. La funcion efectora de una célula T, por ejemplo, puede ser actividad citolitica o
actividad auxiliar, incluida la secrecidn de citocinas.

[0060] Las composiciones y métodos de la presente invencidn abarcan polipéptidos y
acidos nucleicos que tienen las secuencias especificadas, 0 secuencias sustancialmente
idénticas o similares a las mismas, por ejemplo, secuencias al menos 85%, 90%, 95%
idénticas o superiores a la secuencia especificada. En el contexto de una secuencia de
aminoéacidos, el término "sustancialmente idéntico™ se utiliza en este documento para referirse
a un primer aminoacido que contiene un ndmero suficiente o minimo de residuos de
amino&cidos que son i) idénticos o ii) sustituciones conservadoras de residuos de aminoacidos
alineados en una segunda secuencia de aminoacidos de manera que la primera y segunda
secuencias de aminoacidos pueden tener un dominio estructural comin y/o una actividad
funcional comudn. Por ejemplo, secuencias de aminoacidos que contienen un dominio
estructural comdn que tiene al menos aproximadamente 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con una secuencia de referencia, por ejemplo, una
secuencia proporcionada en este documento.

[0061] En el contexto de la secuencia de nucleétidos, el término "sustancialmente
idéntico” se utiliza en este documento para referirse a una primera secuencia de acido
nucleico que contiene un numero suficiente 0 minimo de nucle6tidos que son idénticos a los
nucleotidos alineados en una segunda secuencia de acido nucleico de manera que la primera 'y
segunda secuencias de nucledtidos codifican un polipéptido que tiene una actividad funcional
comun, o codifican un dominio polipeptidico estructural comuin o una actividad polipeptidica
funcional comun. Por ejemplo, las secuencias de nucleédtidos que tienen al menos
aproximadamente 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% de
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identidad con una secuencia de referencia, por ejemplo, una secuencia proporcionada en el
presente documento.

[0062] El término "variante funcional” se refiere a polipéptidos que tienen una
secuencia de amino&cidos sustancialmente idéntica a la secuencia natural o de tipo salvaje, 0
estan codificados por una secuencia de nucle6tidos sustancialmente idéntica, y son capaces de
tener una 0 mas actividades de la secuencia natural o de tipo salvaje.

[0063] Los calculos de homologia o identidad de secuencia entre secuencias (los
términos se utilizan indistintamente en el presente documento) se realizan como sigue.

[0064] Para determinar el porcentaje de identidad de dos secuencias de aminoacidos, o
de dos secuencias de acidos nucleicos, las secuencias se alinean con fines de comparacion
Optimos (por ejemplo, se pueden introducir espacios en uno o ambos de un primer y un
segundo aminoé&cido o secuencia de acido nucleico para una alineacion éptima y secuencias
no homologas pueden descartarse para fines de comparacion). En una forma de realizacion
preferida, la longitud de una secuencia de referencia alineada con fines de comparacion es al
menos 70%, de modo preferente al menos 80%, de modo mas preferente al menos 90%, 95%
e incluso de modo mas preferente al menos 100% de la longitud del secuencia de referencia.
A continuacion, se comparan los residuos de aminoacidos o nucledtidos en las
correspondientes posiciones de aminoacidos o posiciones de nucledtidos. Cuando una
posicion en la primera secuencia esta ocupada por el mismo residuo de aminoacido o
nucleodtido que la posicion correspondiente en la segunda secuencia, entonces las moléculas
son idénticas en esa posicion (como se utiliza en el presente documento, la "identidad" de
aminoacidos o &cidos nucleicos es equivalente a la "homologia" de aminoacido o acido
nucleico).

[0065] El porcentaje de identidad entre las dos secuencias es una funcion del numero
de posiciones idénticas compartidas por las secuencias, teniendo en cuenta el nimero de
huecos y la longitud de cada hueco, que deben introducirse para una alineacion optima de las
dos secuencias.

[0066] La comparacién de secuencias y la determinacion del porcentaje de identidad
entre dos secuencias se puede lograr utilizando un algoritmo matematico. En una forma de
realizacion preferida, el porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos se
determina utilizando el algoritmo de Needleman y Wunsch ((1970) J. Mol. Biol. 48: 444-453)

que se ha incorporado al programa GAP en el paquete de software GCG. (disponible en
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NCBI), utilizando una matriz Blossum 62 o una matriz PAM250, y un peso de hueco de 16,
14, 12, 10, 8, 6 0 4 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4, 5 0 6. En incluso otra forma de
realizacion preferida, el porcentaje de identidad entre dos secuencias de nucleétidos se
determina utilizando el programa GAP en el paquete de software GCG, utilizando una matriz
NWSgapdna.CMP y un peso de hueco de 40, 50, 60, 70, u 80 y un peso de longitud de 1, 2, 3,
4,5 0 6. Un conjunto de parametros particularmente preferido (y el que se debe utilizar a
menos que se especifique lo contrario) es una matriz de puntuacién Blossum 62 con una
penalizacion por hueco de 12, una penalizacion de extension de hueco de 4 y una penalizacion
de hueco de cambio de marco de 5.

[0067] El porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos o nucleétidos
se puede determinar utilizando el algoritmo de E. Meyers y W. Miller ((1989) CABIOS, 4:
11-17) que se ha incorporado al programa ALIGN (version 2.0), utilizando una tabla de
residuos de peso PAM120, una penalizacién de longitud de hueco de 12 y una penalizacion de
hueco de 4.

[0068] Las secuencias de &cidos nucleicos y proteinas descritas en el presente
documento se pueden utilizar como una "secuencia de consulta™ para realizar una blisqueda en
bases de datos publicas para, por ejemplo, identificar otros miembros de la familia o
secuencias relacionadas. Estas busquedas se pueden realizar utilizando los programas
NBLAST y XBLAST (version 2.0) de Altschul, et al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-10. Las
busquedas de nucledtidos BLAST se pueden realizar con el programa NBLAST, puntuacion =
100, longitud de palabra = 12 para obtener secuencias de nucleétidos homdélogas a moléculas
de &cido nucleico (SEQ ID NO: 2) de la invencion. Las busquedas de proteinas BLAST se
pueden realizar con el programa XBLAST, puntuacion = 50, longitud de palabra = 3 para
obtener secuencias de aminoacidos homologas a las moléculas de proteina de la invencion.
Para obtener alineaciones con huecos con fines de comparacion, Gapped BLAST se puede
utilizar como se describe en Altschul et al., (1997) Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402.
Cuando se utilizan los programas BLAST y Gapped BLAST, se pueden utilizar los
pardmetros predeterminados de los programas respectivos (por ejemplo, XBLAST vy
NBLAST) (disponibles en NBCI).

[0069] Como se utiliza en este documento, el término "hibrida en condiciones de
restriccion baja, restriccion media, alta o muy alta" describe las condiciones para la

hibridacion y el lavado. Puede encontrarse orientacion para realizar reacciones de hibridacion
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en Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6.
Los métodos acuosos y no acuosos se describen en esa referencia y se pueden utilizar. Las
condiciones de hibridacion especificas a las que se hace referencia en este documento son las
siguientes: 1) condiciones de hibridacion de baja restriccion en cloruro de sodio/citrato de
sodio (SSC) 6X a aproximadamente 45°C, seguido de dos lavados en SSC 0,2X, SDS al 0,1%
al menos a 50°C (la temperatura de los lavados pueden aumentarse a 55°C para condiciones
de baja restriccion); 2) condiciones de hibridacion de restriccion media en 6X SSC a
aproximadamente 45°C, seguido de uno o mas lavados en 0,2X SSC, SDS al 0,1% a 60°C; 3)
condiciones de hibridacion de alta restriccion en 6X SSC a aproximadamente 45°C, seguido
de uno o més lavados en 0,2X SSC, SDS al 0,1% a 65°C; y de modo preferente 4)
condiciones de hibridacion de muy alta restriccion son fosfato de sodio 0,5 M, SDS al 7% a
65°C, seguido de uno o mas lavados a SSC 0,2X, SDS al 1% a 65°C. Las condiciones de
restriccion muy alta (4) son las condiciones preferidas y las que se deben utilizar a menos que
se especifique lo contrario.

[0070] Se entiende que las moléculas de la presente invencion pueden tener
sustituciones de aminoacidos no esenciales o conservativas adicionales, que no tienen un
efecto sustancial sobre sus funciones.

[0071] Se pretende que el término "aminoacido” abarque todas las moléculas,
naturales o sintéticas, que incluyen tanto una funcionalidad amino como una funcionalidad
acida y que pueden incluirse en un polimero de aminoacidos naturales. Los aminoacidos
ejemplares incluyen aminoacidos de origen natural; andlogos, derivados y congéneres de los
mismos; analogos de aminoacidos que tienen cadenas laterales variantes; y todos los
estereoisomeros de cualquiera de los anteriores. Como se utiliza en este documento, el
término "amino&cido™ incluye tanto los isomeros opticos D o L como los peptidomiméticos.
[0072] Una "sustitucion de aminoacidos conservativa" es aquella en la que el residuo
de aminoacido se reemplaza por un residuo de aminoacido que tiene una cadena lateral
similar. En la técnica se han definido familias de residuos de aminoacidos que tienen cadenas
laterales similares. Estas familias incluyen aminoécidos con cadenas laterales basicas (por
ejemplo, lisina, arginina, histidina), cadenas laterales &cidas (por ejemplo, acido aspartico,
acido glutamico), cadenas laterales polares no cargadas (por ejemplo, glicina, asparagina,
glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina), cadenas laterales no polares (por ejemplo,

alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano), cadenas
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laterales beta ramificadas (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales
aromaticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina).

[0073] Los términos "polipéptido”, "péptido™ y "proteina™ (si es de cadena sencilla) se
utilizan indistintamente en este documento para referirse a polimeros de aminodcidos de
cualquier longitud. EI polimero puede ser lineal o ramificado, puede comprender aminoéacidos
modificados y puede estar interrumpido por no—aminoacidos. Los términos también abarcan
un polimero de aminoacidos que se ha modificado; por ejemplo, formacion de enlaces
disulfuro, glicosilacion, lipidacion, acetilacion, fosforilacion o cualquier otra manipulacion,
como la conjugacion con un componente de marcaje. El polipéptido se puede aislar de fuentes
naturales, puede producirse mediante técnicas recombinantes a partir de un huésped eucariota
0 procariota, o puede ser un producto de procedimientos sintéticos.

[0074] Los términos "acido nucleico", "secuencia de acido nucleico”, "secuencia de
nucledtidos” o "secuencia de polinucleétidos™ y "polinucleétido™ se utilizan de forma
intercambiable. Se refieren a una forma polimérica de nucleétidos de cualquier longitud,
desoxirribonucle6tidos o ribonucle6tidos, o andlogos de los mismos. El polinucle6tido puede
ser monocatenario o bicatenario y, si es monocatenario, puede ser la cadena codificante o0 no
codificante (antisentido). Un polinucle6tido puede comprender nucleétidos modificados, tales
como nucleotidos metilados y analogos de nucledtidos. La secuencia de nucleotidos puede
estar interrumpida por componentes no nucleotidicos. Un polinucleétido se puede modificar
adicionalmente después de la polimerizacion, como por conjugacion con un componente de
marcaje. El acido nucleico puede ser un polinucleétido recombinante o un polinucleétido de
origen genémico, ADNc, semisintético o sintético que no se encuentra en la naturaleza o esta
unido a otro polinucle6tido en una disposicion no natural.

[0075] El téermino "aislado”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a
material que se elimina de su entorno original o nativo (por ejemplo, el entorno natural si es
de origen natural). Por ejemplo, un polinucleétido o polipéptido de origen natural presente en
un animal vivo no se aisla, pero se aisla el mismo polinucle6tido o polipéptido, separado por
intervencion humana de algunos o todos los materiales coexistentes en el sistema natural.
Dichos polinucleétidos podrian ser parte de un vector y/o tales polinucleétidos o polipéptidos
podrian ser parte de una composicion, e incluso asi estar aislados en el sentido de que dicho

vector o composicion no es parte del entorno en el que se encuentra en la naturaleza.
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[0076] Como se utiliza en este documento, el término "glicano” es un azlcar, que
puede ser mondmeros o polimeros de residuos de azucar, tales como al menos tres azlcares, y
puede ser lineal o ramificado (por ejemplo, tener un brazo a 1,3 y un brazo a 1,6). Un
"glicano” puede incluir residuos de azlcares naturales (por ejemplo, glucosa, N-
acetilglucosamina, acido N—acetil neuraminico, galactosa, manosa, fucosa, hexosa, arabinosa,
ribosa, xilosa, etc.) y/o azticares modificados (por ejemplo, 2'—Fluorribosa, 2'—desoxirribosa,
fosfomanosa, 6'sulfo N-acetilglucosamina, etc.). El término "glicano™ incluye homo y
heteropolimeros de residuos de azucar. El término "glicano” también incluye un componente
glicano de un glicoconjugado (por ejemplo, de una glicoproteina, glicolipido, proteoglicano,
etc.). El término también abarca glicanos libres, incluidos gliucanos que se han escindido o
liberado de otro modo de un glicoconjugado.

[0077] Como se utiliza en el presente documento, el término “glicoproteina™ se refiere
a una proteina que contiene una estructura peptidica unida covalentemente a uno 0 mas restos
de azucar (es decir, glicanos). El(los) resto(s) de azucar pueden estar en forma de
monosacaridos, disacaridos, oligosacaridos y/o polisacaridos. El(los) resto(s) de azucar
pueden comprender una Unica cadena no ramificada de residuos de azlcar o pueden
comprender una o mas cadenas ramificadas. Las glicoproteinas pueden contener restos de
azucar ligados a O y/o restos de azUcar ligados a N. El polisacarido se une mediante el grupo
OH de la serina o treonina (polipéptido O—glicosilado) o mediante el grupo amida (NH 2) de
la asparagina (polipeptido N—glicosilado). La glicoproteina puede ser homologa a la célula
huésped o de modo preferente heterdloga a la célula huésped que la expresa, es decir, extrafa,
por ejemplo, una proteina humana producida por células CHO.

[0078] El término "glicoconjugado”, como se utiliza en este documento, abarca todas
las moléculas en las que al menos un resto de azucar esta unido covalentemente al menos a
otro resto. El término engloba especificamente todas las biomoléculas con restos de azucar
unidos covalentemente, incluidas, por ejemplo, glicoproteinas ligadas a N, glicoproteinas
ligadas a O, glicolipidos, proteoglicanos, etc.

[0079] Como se utiliza en este documento, el término "patron de glicosilacion" se
refiere al conjunto de estructuras de glicanos presentes en una muestra particular. Por
ejemplo, un glicoconjugado particular (por ejemplo, glicoproteina) o un conjunto de
glicoconjugados (por ejemplo, un conjunto de glicoproteinas) tendrda un patrén de

glicosilacién. En algunas formas de realizacion, se hace referencia al patron de glicosilacion
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de los glicanos de la superficie celular. Un patron de glicosilacion puede caracterizarse por,
por ejemplo, las identidades de los glicanos, cantidades (absolutas o relativas) de glicanos
individuales o glicanos de tipos particulares, grado de ocupacidon de los sitios de glicosilacion,
etc., o combinaciones de dichos parametros.

[0080] Varios aspectos de la invencion se describen con més detalle a continuacion.
Se establecen definiciones adicionales a lo largo de la memoria descriptiva.

[0081] Glicosilacién

[0082] El término "glicosilacion” se refiere a la unién de un polisacarido a un
polipéptido. De modo preferente, el polisacarido consta de 2-12 monosacaridos unidos entre
si por enlaces glicosidicos. Las glicoproteinas pueden contener restos de azucar ligados a O
y/o restos de azucar ligados a N. La estructura y el nimero de restos de azlcar unidos a un
sitio de glicosilatoina particular pueden ser variables. Dichos restos de azicar pueden ser, por
ejemplo, N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina, manosa, galactosa, glucosa, fucosa,
xilosa, acido glucurdnico, acido iduroénico y/o acido sialico.

[0083] El término "glicosilacién ligada a N" se refiere a la union de un polisacarido a
un residuo de asparagina de una cadena de amino&cidos.

[0084] El término "glicosilaciéon ligada a O" se refiere a la uniéon de un resto de
carbohidrato a un residuo de serina o treonina de una cadena de aminoacidos.

[0085] Los términos "perfil de azlcar" o “perfil de glicosilacién”, utilizados
indistintamente en esta solicitud, describen la naturaleza de glicano de un polipéptido
glicosilado. Estas propiedades son de modo preferente el sitio de glicosilacién, o la ocupacion
del sitio de glicosilacion, o la identidad, estructura, composicién o cantidad del glicano y/o
porcidn sin azlcar del polipéptido, o la identidad y cantidad de una glicoforma especifica.
[0086] El acido N-acetilneuraminico (NANA) es un constituyente principal de los
glicanos con enlaces N y O. NANA es la forma predominante de acidos neuraminicos dentro
de los eventos de glicosilacion de proteinas en humanos, mientras que otros mamiferos
también pueden incluir otros derivados tales como el &cido N—glicolilneuraminico (NGNA).
NANA se puede unir de varias formas a las estructuras centrales de los N—y O—glicanos. De
manera predominante, se pueden encontrar enlaces a(2, 3) y a(2, 6) con el sacarido posterior,
aunque existen otros enlaces tales como a(2, 8). Las células humanas, por ejemplo las células

de rifion embrionario humano (HEK) producen principalmente la sialilacion ligada a(2, 6),
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mientras que muchas lineas celulares de produccion, como la linea celular CHO, producen la
sialilacion ligada a(2, 3).

[0087] En las células CHO, se ha informado que la enzima responsable de producir
extensiones NANA unidas alfa(2-6) a estructuras de glicanos centrales (beta—galactdsido
alfa—2,6-sialiltransferasa 1) es inactiva 0 no se expresa en células CHO (véase, por ejemplo,
Chung et al. (2017) Biotechnol. J. 12: 1600502), aunque el gen de la enzima en si esta
presente en C. griseus. La presente invencion se basa en el descubrimiento inesperado de que
el complejo IL-15/IL-15Ra producido por células CHO tiene patrones de glicosilacion
diferentes en comparacion con el complejo IL-15/IL-15Ra producido por lineas celulares
humanas. Ademas, se observd glicano de tipo de enlace alfa (2-6) en el complejo IL-15/IL—
15Ra producido en células CHO. Este patron de glicosilacion es Uinico. Potencialmente, puede
proporcionar beneficios directos en comparacion con el patron CHO esperado al estar mas
cerca de las formas de glicosilacion humana.

[0088] En algunas formas de realizacion, el heterodimero IL-15/IL-15Ra de la
presente divulgacion tiene una 0 mas de las especies de glicanos como se muestra en la Tabla

1 a continuacion.

[0089] Tabla 1 estructura y nomenclatura de especies conocidas de glicanos.
Nomenclatura m/z teor. [M+Na]+ Estructura
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C1F1 (0 TnF1) 708.3777 i
C20CIN1 779.4148 ﬁﬁ: b WO
C1S1 (0 TnS1) 895.4621 | @ (Op:T
CIN1F1 0 C2F1 953.5040 m—{ g m—{ gl
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Nomenclatura m/z teor. [M+Na]+ Estructura
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[0090] IL-15
[0091] Como se utiliza en este documento, los términos "IL-15" e "interleucina—15"

se refieren a una IL—15 nativa o un derivado de 1L—-15. Como se utiliza en este documento, los

términos "IL-15 nativa" e "interleucina—15 nativa" en el contexto de proteinas o polipéptidos
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se refieren a cualquier secuencia de aminoacidos de interleucina 15 de mamifero natural y de
tipo salvaje, incluyendo formas inmaduras o precursoras y maduras. Los ejemplos no
limitantes de nimeros de acceso de GeneBank para la secuencia de aminoacidos de varias
especies de interleucina—15 de mamiferos nativa incluyen NP_000576 (forma humana,
inmadura), CAA62616 (forma humana, inmadura), NP_001009207 (Felis catus, forma
inmadura), AAB94536 (Rattus norvegicus, forma inmadura), AAB41697 (Rattus norvegicus,
forma inmadura), NP_032383 (Mus musculus, forma inmadura), AAR19080 (canino),
AAB60398 (Macaca mulatta, forma inmadura), AAI00964 (humana, forma inmadura),
AAH23698 (Mus musculus, forma inmadura) y AAH18149 (humana). La secuencia de
aminodcidos de la forma inmadura/precursora de IL-15 humana nativa, que comprende el
péptido de sefial larga (subrayado) y la IL-15 nativa humana madura (en cursiva), como se
proporciona en la SEQ ID NO: 1 en la Tabla 2. En algunas formas de realizacion, la 1L-15
nativa es la forma inmadura o precursora de una IL-15 de mamifero natural o de tipo salvaje.
En otras formas de realizacion, la IL-15 nativa es la forma madura de una IL-15 de mamifero
natural o de tipo salvaje. En una forma de realizacion especifica, la IL-15 nativa es la forma
precursora de la IL-15 humana de origen natural o de tipo salvaje. En otra forma de
realizacion, la 1L-15 nativa es la forma madura de la IL-15 humana de origen natural o de
tipo salvaje. En una forma de realizacion, la proteina/polipéptido IL-15 nativa se aisla o se
purifica.

[0092] Como se utiliza en este documento, los términos "IL-15 nativa" e
"interleucina—15 nativa" en el contexto de acidos nucleicos se refieren a cualquier secuencia
de &cido nucleico de origen natural o secuencia de acido nucleico de tipo salvaje que codifica
la interleucina—15 de mamifero, incluyendo las formas inmadura o precursora y madura. Los
ejemplos no limitantes de nimeros de acceso de GeneBank para la secuencia de nucledtidos
de varias especies de IL-15 de mamifero nativo incluyen NM_000585 (humano),
NM_008357 (Mus musculus) y RNU69272 (Rattus norvegicus). La secuencia de nucle6tidos
que codifica la forma inmadura/precursora de la IL-15 humana nativa, que comprende la
secuencia de nucleétidos que codifica el péptido sefial largo (subrayado) y la secuencia de
nucledtidos que codifica la IL-15 nativa humana madura (en cursiva), como se indica en la
SEQ ID NO: 2 en la Tabla 2. En una forma de realizacion especifica, el &cido nucleico es un
acido nucleico aislado o purificado. En algunas formas de realizacion, los acidos nucleicos

codifican la forma inmadura o precursora de una IL-15 de mamifero natural o de tipo salvaje.
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En otras formas de realizacion, los acidos nucleicos codifican la forma madura de una IL-15
de mamifero natural o de tipo salvaje. En una forma de realizacion especifica, los acidos
nucleicos que codifican la IL-15 nativa codifican la forma precursora de la IL-15 humana de
origen natural o de tipo salvaje. En otra forma de realizacion, los &cidos nucleicos que
codifican la IL-15 nativa codifican la forma madura de la IL-15 humana de origen natural o
de tipo salvaje.

[0093] Como se utiliza en este documento, los términos "derivado de IL-15" y
"derivado de interleucina—15" en el contexto de proteinas o polipéptidos se refieren a: (a) un
polipéptido que es al menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% o0 99% idéntico a un
polipéptido IL-15 de mamifero nativo; (b) un polipéptido codificado por una secuencia de
acido nucleico que es al menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% o0 99% idéntica a una
secuencia de &cido nucleico que codifica un polipéptido IL-15 de mamifero nativo; (c) un
polipéptido que contiene 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 0 mas
mutaciones de aminoacidos (es decir, adiciones, deleciones y/o sustituciones) relativas a un
polipéptido IL-15 de mamifero nativo; (d) un polipéptido codificado por &cidos nucleicos
puede hibridar en condiciones de hibridacion de restriccion alta, moderada o tipica con &cidos
nucleicos que codifican un polipéptido IL-15 de mamifero nativo; (e) un polipéptido
codificado por una secuencia de acido nucleico que puede hibridar en condiciones de
hibridacion de restriccion alta, moderada o tipica con una secuencia de &cido nucleico que
codifica un fragmento de un polipéptido IL-15 de mamifero nativo de al menos 20
aminoacidos contiguos, al menos 30 aminoacidos contiguos, al menos 40 aminoacidos
contiguos, al menos 50 aminoacidos contiguos, al menos 100 aminoacidos contiguos o al
menos 150 aminodacidos contiguos; y/o (f) un fragmento de un polipéptido IL-15 de mamifero
nativo. Los derivados de IL—15 también incluyen un polipéptido que comprende la secuencia
de aminoacidos de una forma madura natural o de tipo salvaje de un polipéptido de IL-15 de
mamifero y una secuencia de aminoacidos de péptido sefial heteréloga. En una forma de
realizacién especifica, un derivado de IL-15 es un derivado de un polipéptido de IL-15
humano nativo. En otra forma de realizacion, un derivado de IL-15 es un derivado de una
forma inmadura o precursora del polipéptido de IL-15 humano natural o de tipo salvaje. En
otra forma de realizacion, un derivado de IL-15 es un derivado de una forma madura de
polipéptido de IL-15 humana natural o de tipo salvaje. En otra forma de realizacion, un

derivado de IL-15 es la IL-15N72D descrita en, por ejemplo, Zhu et al., (2009), J. Immunol.
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183: 3598 o la Patente de EE.UU. N° 8.163.879. En otra forma de realizacion, un derivado de
IL-15 es una de las variantes de IL-15 descritas en la Patente de Estados Unidos N°
8.163.879. En una forma de realizacion, se aisla o purifica un derivado de IL-15.

[0094] En una forma de realizacion preferida, los derivados de IL-15 retienen al
menos el 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% o0 99% de la funcién del polipéptido de IL-15 de
mamifero nativo para unirse a IL-15Ra polipéptido, medido mediante ensayos bien conocidos
en la técnica, por ejemplo, ELISA, BIAcore™, co—inmunoprecipitacion. En otra forma de
realizacion preferida, los derivados de IL-15 retienen al menos el 75%, 80%, 85%, 90%,
95%, 98% 0 99% de la funcion del polipéptido de IL-15 nativo de mamifero para inducir la
transduccion de sefial mediada por IL-15, segun se mide mediante ensayos bien conocidos en
la técnica, por ejemplo, ensayos de desplazamiento de electromovilidad, ELISA y otros
inmunoensayos. En una forma de realizacion especifica, los derivados de IL-15 se unen a IL—
I15Ro y/o IL-15RPy segin se evalua, por ejemplo, mediante ensayos de union de
ligando/receptor bien conocidos en la técnica. El porcentaje de identidad se puede determinar
utilizando cualquier método conocido por un experto en la técnica y como se describid
anteriormente.

[0095] Como se utiliza en este documento, los términos "derivado de IL-15" y
"derivado de interleucina—15" en el contexto de &cidos nucleicos se refieren a: (a) una
secuencia de acido nucleico que es al menos 75%, 80%, 85% , 90%, 95%, 98% 0 99%
idéntica a la secuencia de acido nucleico de origen natural o de tipo salvaje que codifica un
polipéptido IL-15 de mamifero; (b) una secuencia de &cido nucleico que codifica un
polipéptido que es al menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% 0 99% idéntica a la secuencia
de aminoécidos de un polipéptido IL-15 de mamifero nativo; (c) una secuencia de acido
nucleico que contiene 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 0 mas
mutaciones de bases de acidos nucleicos (es decir, adiciones, deleciones y/o sustituciones)
con respecto a la secuencia de acidos nucleicos de origen natural o de tipo salvaje que
codifica un polipéptido IL-15 de mamifero; (d) una secuencia de &cido nucleico que se
hibrida en condiciones de hibridacion de restriccion alta, moderada o tipica con una secuencia
de &cido nucleico de origen natural o de tipo salvaje que codifica un polipéptido IL-15 de
mamifero; (e) una secuencia de acido nucleico que se hibrida en condiciones de hibridacion
de restriccion alta, moderada o tipica con un fragmento de una secuencia de acido nucleico de

origen natural o de tipo salvaje que codifica un polipéptido IL-15 de mamifero; y/o (f) una
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secuencia de acido nucleico que codifica un fragmento de una secuencia de acido nucleico
natural o de tipo salvaje que codifica un polipéptido IL-15 de mamifero. En una forma de
realizacion especifica, un derivado de IL-15 en el contexto de acidos nucleicos es un derivado
de una secuencia de &cido nucleico de origen natural o de tipo salvaje que codifica un
polipéptido de IL-15 humano. En otra forma de realizacién, un derivado de IL-15 en el
contexto de acidos nucleicos es un derivado de una secuencia de &cido nucleico natural o de
tipo salvaje que codifica una forma inmadura o precursora de un polipéptido IL-15 humano.
En otra forma de realizacion, un derivado de IL-15 en el contexto de acidos nucleicos es un
derivado de una secuencia de acido nucleico de origen natural o de tipo salvaje que codifica
una forma madura de un polipéptido de IL-15 humano. En otra forma de realizacién, un
derivado de IL-15 en el contexto de &cidos nucleicos es la secuencia de &cido nucleico que
codifica IL-15N72D descrita, por ejemplo, en Zhu et al., (2009; supra), o en la Patente de
Estados Unidos No. 8.163.879. En otra forma de realizacion, un derivado de IL-15 en el
contexto de acidos nucleicos es la secuencia de acido nucleico que codifica una de las
variantes de IL-15 descritas en la Patente de Estados Unidos N° 8.163.879.

[0096] Las secuencias de acidos nucleicos derivados de IL-15 incluyen secuencias de
acidos nucleicos con codones optimizados que codifican el polipéptido de IL-15 nativo de
mamifero, incluidas las formas maduras e inmaduras del polipéptido de IL-15. En otras
formas de realizacion, los acidos nucleicos derivados de IL-15 incluyen &cidos nucleicos que
codifican transcriptos de ARN de IL-15 de mamiferos que contienen mutaciones que
eliminan los sitios de empalme potenciales y los elementos de inestabilidad (por ejemplo,
elementos ricos en A/T o A/U) sin afectar la secuencia de amino4cidos. para aumentar la
estabilidad de los transcriptos de ARN de IL-15 de mamiferos. En una forma de realizacion,
las secuencias de acidos nucleicos derivados de IL-15 incluyen las secuencias de acidos
nucleicos con codones optimizados descritas en el documento W0O2007/084342. En ciertas
formas de realizacion, la secuencia de acido nucleico derivada de 1L-15 es la secuencia de
codones optimizados en la SEQ ID NO: 4 en la Tabla 2 (la secuencia de aminoacidos
codificada por dicha secuencia de acidos nucleicos se proporciona en la SEQ ID NO: 5 en la
Tabla 2).

[0097] En una forma de realizacion preferida, las secuencias de acidos nucleicos
derivados de IL-15 codifican proteinas o polipéptidos que retienen al menos el 75%, 80%,
85%, 90%, 95%, 98% 0 99% de la funcién de un polipéptido de IL-15 de mamifero nativo
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para unir IL-15Ra, segin se mide mediante ensayos bien conocidos en la técnica, por
ejemplo, ELISA, BIAcoreTM, co-inmunoprecipitacion. En otra forma de realizacion
preferida, las secuencias de &cidos nucleicos derivados de IL-15 codifican proteinas o
polipéptidos que retienen al menos el 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% 0 99% de la funcién
de un polipéptido de IL-15 de mamifero nativo para inducir la transduccién de sefiales
mediada por IL-15, segun se mide mediante ensayos bien conocidos en la técnica, por
ejemplo, ensayos de desplazamiento de electromovilidad, ELISA y otros inmunoensayos. En
una forma de realizacion especifica, las secuencias de acido nucleico derivadas de I1L-15
codifican proteinas o polipéptidos que se unen a IL-15Ra y/o IL-15RPy segun se evalta, por
ejemplo, mediante ensayos de ligando/receptor bien conocidos en la técnica.

[0098] IL—/5Ra

[0099] Como se utiliza en este documento, los términos "IL-15Ra" y "receptor alfa de
interleucina—15" se refieren a un IL-15Ra nativo, un derivado de IL-15Ra o un IL-15Ra
nativo y un derivado de IL-15Ra. Como se utiliza en este documento, los términos "IL—15Ra.
nativo" y "receptor alfa de interleucina—15 nativo"” en el contexto de proteinas o polipéptidos
se refieren a cualquier secuencia aminoacidos del receptor alfa de interleucina—15 de
mamifero de origen natural o de tipo salvaje ("IL-15Ra"), incluidas formas inmaduras o
precursoras y maduras e isoformas de origen natural. Los ejemplos no limitantes de nimeros
de acceso de GeneBank para la secuencia de aminoacidos de varios IL-15Ra de mamiferos
nativos incluyen NP_002180 (humano), ABK41438 (Macaca mulatta), NP_032384 (Mus
musculus), Q60819 (Mus musculus), CAI41082 (humano). La secuencia de aminoacidos de la
forma inmadura del IL-15Ro humano de longitud completa nativa, que comprende el péptido
sefial (subrayado) y el IL-15Ra nativo humano maduro (en cursiva), como se proporciona en
la SEQ ID NO: 6 en la Tabla 2. La secuencia de aminoacidos de la forma inmadura del IL—
15Ro humano soluble nativo, que comprende el péptido senal (subrayado) y el IL-15Ra
soluble nativo humano maduro (en cursiva), como se proporciona en SEQ ID NO: 7 en la
Tabla 2. En algunas formas de realizacion, el IL-15Ra nativo es la forma inmadura de un
polipéptido de IL-15Ra de mamifero natural o de tipo salvaje. En otras formas de realizacion,
el IL-15Ra nativo es la forma madura de un polipéptido de IL—15Ra de mamifero de origen
natural o de tipo salvaje. En determinadas formas de realizacion, el IL-15Ra nativo es la
forma soluble de origen natural o de tipo salvaje del polipéptido IL-15Ra de mamifero. En
otras formas de realizacion, el IL-15Ro nativo es la forma de longitud completa de un

polipéptido de IL-15Ra de mamifero de origen natural o de tipo salvaje. En una forma de
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realizacion especifica, el IL-15Ra nativo es la forma inmadura de un polipéptido de IL-15Ra
humano de origen natural o de tipo salvaje. En otra forma de realizacion, el IL—15Ra nativo
es la forma madura de un polipéptido de IL-15Ra humano de origen natural o de tipo salvaje.
En determinadas formas de realizacion, el IL-15Ra nativo es la forma soluble de origen
natural o de tipo salvaje del polipéptido IL-15Ra humano. En otras formas de realizacion, el
IL-15Ra nativo es la forma completa de un polipéptido de IL—15Ra humano natural o de tipo
salvaje. En una forma de realizacion, se aisla o purifica una proteina o polipéptido de IL—
15Ra nativo.

[00100] Como se utiliza en este documento, los términos "IL—15Ra nativo" y "receptor
alfa de interleucina—15 nativo™ en el contexto de &cidos nucleicos se refieren a cualquier
secuencia de acido nucleico natural o secuencia de acido nucleico de tipo salvaje que codifica
el receptor alfa de interleucina—15 de mamifero, incluidas las formas inmadura o precursora y
madura. Los ejemplos no limitantes de numeros de acceso de GeneBank para la secuencia de
nucleodtidos de diversas especies de IL-15Ra de mamifero nativo incluyen NM_ 002189
(humano), EF033114 (Macaca mulatta) y NM_008358 (Mus musculus). La secuencia de
nucleodtidos que codifica la forma inmadura de IL-15Ra humano nativo, que comprende la
secuencia de nucledtidos que codifica el péptido sefial (subrayado) y la secuencia de
nucledtidos que codifica el IL-15Ra nativo humano maduro (en cursiva), como se indica en
la SEQ ID NO: 8 en la Tabla 2. La secuencia de nucle6tidos que codifica la forma inmadura
de la proteina o polipéptido IL-15Ra humano soluble nativo, que comprende la secuencia de
nucledtidos que codifica el péptido sefial (subrayado) y la secuencia de nucledtidos que
codifica el IL-15Ra nativo soluble humano maduro (en cursiva), como se proporciona en la
SEQ ID NO: 9 en la Tabla 2). En una forma de realizacion especifica, el cido nucleico es un
acido nucleico aislado o purificado. En algunas formas de realizacion, los acidos nucleicos de
origen natural codifican la forma inmadura de un polipéptido IL-15Ra de mamifero de origen
natural o de tipo salvaje. En otras formas de realizacién, los acidos nucleicos de origen natural
codifican la forma madura de un polipéptido IL-15Ra de mamifero de origen natural o de
tipo salvaje. En determinadas formas de realizacion, los acidos nucleicos de origen natural
codifican la forma soluble de un polipéptido IL-15Ra de mamifero de origen natural o de tipo
salvaje. En otras formas de realizacién, los acidos nucleicos de origen natural codifican la
forma de longitud completa de un polipéptido IL-15Ra de mamifero de origen natural o de
tipo salvaje. En una forma de realizacion especifica, los acidos nucleicos de origen natural

codifican la forma precursora del polipéptido IL-15 humano de origen natural o de tipo
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salvaje. En otra forma de realizacion, los acidos nucleicos de origen natural codifican el
polipéptido IL-15 humano maduro de origen natural o de tipo salvaje. En determinadas
formas de realizacion, los &cidos nucleicos de origen natural codifican la forma soluble de un
polipéptido de IL-15Ra humano de origen natural o de tipo salvaje. En otras formas de
realizacion, los &cidos nucleicos de origen natural codifican la forma de longitud completa de
un polipéptido de IL-15Ra humano de origen natural o de tipo salvaje.

[00101] Como se utiliza en este documento, los términos "derivado de IL-15Ra" y
"derivado alfa del receptor de interleucina—15" en el contexto de una proteina o polipéptido se
refieren a: (a) un polipéptido que es al menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% o0 99%
idéntico a un polipéptido IL-15 de mamifero nativo; (b) un polipéptido codificado por una
secuencia de &cido nucleico que es al menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% 0 99% idéntica
a una secuencia de &cido nucleico que codifica un polipéptido de IL-15Ra de mamifero
nativo; (c) un polipéptido que contiene 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20 o mas mutaciones de aminoacidos (es decir, adiciones, deleciones y/o
sustituciones) relativas a un polipéptido de IL-15Ro de mamifero nativo; (d) un polipéptido
codificado por una secuencia de acido nucleico que puede hibridar en condiciones de
hibridacion de restriccion alta, moderada o tipica con una secuencia de &cido nucleico que
codifica un polipéptido de IL-15Ra de mamifero nativo; (e) un polipéptido codificado por
una secuencia de &cido nucleico que puede hibridar bajo condiciones de hibridacion de
restriccion alta, moderada o tipica con secuencias de acido nucleico que codifican un
fragmento de un polipéptido IL-15 de mamifero nativo de al menos 20 aminoacidos
contiguos, al menos 30 contiguos aminoacidos, al menos 40 aminoacidos contiguos, al menos
50 aminoécidos contiguos, al menos 100 amino&cidos contiguos o al menos 150 aminoéacidos
contiguos; (f) un fragmento de un polipéptido IL-15Ro de mamifero nativo; y/0 (g) un
derivado de IL-15Ra especifico descrito en el presente documento. Los derivados de IL—
15Ra también incluyen un polipéptido que comprende la secuencia de aminodcidos de una
forma madura natural o de tipo salvaje del polipéptido IL-15Ra de mamifero y una secuencia
de aminoacidos de péptido sefial heterélogo. En una forma de realizacion especifica, un
derivado de IL-15Ra es un derivado de un polipéptido de IL-15Ra humano nativo. En otra
forma de realizacion, un derivado de IL-15Ra es un derivado de una forma inmadura de
polipéptido de IL-15 humano natural o de tipo salvaje. En otra forma de realizacién, un
derivado de IL-15Ra es un derivado de una forma madura de polipéptido de IL-15 humano

natural o de tipo salvaje. En una forma de realizacion, un derivado de IL-15Ra es una forma
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soluble de un polipéptido de IL-15Ra de mamifero nativo. En otras palabras, en determinadas
formas de realizacion, un derivado de IL-15Ra incluye formas solubles de IL-15Ra de
mamifero nativo, en donde esas formas solubles no se encuentran de forma natural. Otros
ejemplos de derivados de IL-15Ra incluyen las formas solubles truncadas de IL-15Ra
humano nativo que se describen en el presente documento. En una forma de realizacion
especifica, se purifica o aisla un derivado de IL-15Ra.

[00102] En una forma de realizacién preferida, los derivados de IL-15Ra retienen al
menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% 0 99% de la funcion de un polipéptido de IL-15Ra
de mamifero nativo para unirse a un polipéptido IL-15, medido mediante ensayos bien
conocidos en la técnica, por ejemplo, ELISA, BlAcore™, co-inmunoprecipitacion. En otra
forma de realizacion preferida, los derivados de IL-15Ra retienen al menos el 75%, 80%,
85%, 90%, 95%, 98% 0 99% de la funcion de un polipéptido de IL-15Ra de mamifero nativo
para inducir la transduccién de sefiales mediada por IL-15, medida mediante ensayos bien
conocidos en la técnica, por ejemplo, ensayos de desplazamiento de electromovilidad, ELISA
y otros inmunoensayos. En una forma de realizacion especifica, los derivados de IL-15Ra se
unen a IL—15 segun se evalia mediante métodos bien conocidos en la técnica, tales como, por
ejemplo, ELISA.

[00103] Como se utiliza en el presente documento, los términos "derivado de IL-15Ra"
y "derivado alfa del receptor de interleucina—15" en el contexto de &cidos nucleicos se refieren
a: (a) una secuencia de acido nucleico que es al menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% o
99% idéntica a la secuencia de acido nucleico natural o de tipo salvaje que codifica un
polipéptido IL-15Ra de mamifero; (b) una secuencia de acido nucleico que codifica un
polipéptido que es al menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% 0 99% identica a la secuencia
de aminoéacidos de un polipéptido de IL-15Ra de mamifero nativo; (¢) una secuencia de acido
nucleico que contiene 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 0 mas
mutaciones de &cido nucleico (es decir, adiciones, deleciones y/o sustituciones) con respecto a
la secuencia de &cido nucleico de origen natural o de tipo salvaje que codifica un polipéptido
de IL-15Ra de mamifero; (d) una secuencia de acido nucleico que se hibrida en condiciones
de hibridacion de restriccion alta, moderada o tipica con una secuencia de &cido nucleico de
origen natural o de tipo salvaje que codifica un polipéptido IL-15Ra de mamifero; (e) una
secuencia de acido nucleico que se hibrida en condiciones de hibridacion de restriccion alta,
moderada o tipica con un fragmento de una secuencia de &cido nucleico de origen natural o de

tipo salvaje que codifica un polipéptido IL-15Ro de mamifero; (f) una secuencia de acido
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nucleico que codifica un fragmento de una secuencia de &cido nucleico de origen natural o de
tipo salvaje que codifica un polipéptido IL-15Ra de mamifero; y/o (g) una secuencia de acido
nucleico que codifica un derivado de IL-15Ra especifico descrito en el presente documento.
En una forma de realizacion especifica, un derivado de IL-15Ra en el contexto de acidos
nucleicos es un derivado de una secuencia de &cido nucleico de origen natural o de tipo
salvaje que codifica un polipéptido de IL-15Ro humano. En otra forma de realizacion, un
derivado de IL-15Ra en el contexto de &cidos nucleicos es un derivado de una secuencia de
acido nucleico natural o de tipo salvaje que codifica una forma inmadura de un polipéptido de
IL-15Ro humano. En otra forma de realizacion, un derivado de IL—-15Ra en el contexto de
acidos nucleicos es un derivado de una secuencia de acido nucleico de origen natural o de tipo
salvaje que codifica una forma madura de un polipéptido de IL-15Ra humano. En una forma
de realizacion, un derivado de IL-15Ra en el contexto de acidos nucleicos se refiere a una
secuencia de &cido nucleico que codifica un derivado del polipéptido de IL-15Ra de
mamifero que es soluble. En determinadas formas de realizacion, un derivado de IL-15Ra en
el contexto de &cidos nucleicos se refiere a una secuencia de acido nucleico que codifica una
forma soluble de IL-15Ra de mamifero nativo, en donde la forma soluble no es de origen
natural. En algunas formas de realizacion, un derivado de IL-15Ra en el contexto de acidos
nucleicos se refiere a una secuencia de &cido nucleico que codifica un derivado de IL-15Ra
humano, en donde el derivado de IL-15Ra humano es una forma soluble de IL-15Ra que no
es de forma natural. En formas de realizacion especificas, se aisla o purifica una secuencia de
acido nucleico derivada de IL-15Rao.

[00104] Las secuencias de &cidos nucleicos derivadas de IL-15Ra incluyen secuencias
de &cidos nucleicos con codones optimizados que codifican el polipéptido IL-15Ra nativo,
incluidas las formas maduras e inmaduras del polipéptido IL-15Ra. En otras formas de
realizacion, los &cidos nucleicos derivados de IL-15Ra incluyen acidos nucleicos que
codifican transcritos de ARN de IL-15Ra que contienen mutaciones que eliminan los sitios
de empalme potenciales y los elementos de inestabilidad (por ejemplo, elementos ricos en
A/T o A/U) sin afectar la secuencia de aminoacidos para aumentar la estabilidad de los
transcriptos de ARN de IL-15Ra. En determinadas formas de realizacion, la secuencia de
acido nucleico derivadas de IL-15Ra es la secuencia de codones optimizados en las SEQ 1D
NO: 11, 13 en la Tabla 2 (las secuencias de amino&cidos codificadas por dichas secuencias de

acido nucleico se proporcionan en las SEQ ID NO: 12, 14 en la Tabla 2, respectivamente).
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[00105] En formas de realizacion especificas, las secuencias de acidos nucleicos
derivadas de IL-15Ra codifican proteinas o polipéptidos que retienen al menos 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95 %, 98% 0 99% de la funcidn de un polipéptido de
IL-15Ro de mamifero nativo para unirse a IL-15, segin se mide mediante ensayos bien
conocidos en la técnica, por ejemplo, ELISA, BlAcore™, co—inmunoprecipitacion. En otra
forma de realizacion preferida, las secuencias de &cidos nucleicos derivadas de IL-15Ra
codifican proteinas o polipéptidos que retienen al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 95%, 98% o el 99% de la funcion de un IL-15Ro de mamifero nativo para
inducir la transduccién de sefiales mediada por IL-15, que se mide mediante ensayos bien
conocidos en la técnica, por ejemplo, ensayos de desplazamiento de electromovilidad, ELISA
y otros inmunoensayos. En una forma de realizacion especifica, las secuencias de &cido
nucleico derivadas de IL-15Ra codifican proteinas o polipéptidos que se unen a IL-15 segun
se evallia mediante métodos bien conocidos en la técnica, tales como, por ejemplo, ELISA.
[00106] En el presente documento se describe la forma soluble de origen natural o de
tipo salvaje de IL-15Ro humano. También se describen en el presente documento derivados
de IL-15Ra especificos que son formas solubles truncadas de IL—15Ra humano. Estos
derivados de IL-15Ra especificos y la forma soluble natural o de tipo salvaje de IL-15Ra
humano se basan, en parte, en la identificacion del sitio de escision proteolitica del IL-15Ra
humano. Se describen adicionalmente en el presente documento formas solubles de IL-15Ra
que se caracterizan basandose en la glicosilacion del IL-15Ra.

[00107] La escision proteolitica del IL-15Ra humano tiene lugar entre los residuos (es
decir, Glyl70 y Hisl71) que se muestran en negrita y subrayados en la secuencia de
amino&cidos proporcionada de la forma inmadura del IL—15Ra humano de longitud completa
nativo. MAPRRARGCR TLGLPALLLL LLLRPPATRG ITCPPPMSVE HADIWVKSYS
LYSRERYICN SGFKRKAGTS SLTECVLNKA TNVAHWTTPS LKCIRDPALV
HQRPAPPSTV  TTAGVTPQPE SLSPSGKEPA  ASSPSSNNTA  ATTAAIVPGS
QLMPSKSPST GTTEISSHES SHGTPSQTTA KNWELTASAS HQPPGVYPQG
HSDTTVAIST STVLLCGLSA VSLLACYLKS RQTPPLASVE MEAMEALPVT
WGTSSRDEDL ENCSHHL (SEQ ID NO: 6 en la Tabla 2).

[00108] Por consiguiente, en un aspecto, se proporciona en el presente documento una
forma soluble de IL-15Ra humano (por ejemplo, una forma soluble purificada de IL-15Ra
humano), en donde la secuencia de aminoacidos de la forma soluble de IL-15Ra humano

termina en el sitio de la escision proteolitica del IL-15Ra. humano unido a la membrana
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nativo. En particular, en el presente documento se proporciona una forma soluble de IL-15Ra
humano (por ejemplo, una forma soluble purificada de IL-15Ra humano), en donde la
secuencia de aminodcidos de la forma soluble de IL-15Ro humano termina con PQG (SEQ
ID NO: 20 en la Tabla 2), en donde G es Gly170. En una forma de realizacion particular, se
proporciona en el presente documento una forma soluble de IL-15Ra humano (por ejemplo,
una forma soluble purificada de IL-15Ra humano) que tiene la secuencia de aminoacidos
mostrada en la SEC ID NO: 7 en la Tabla 2. En algunas formas de realizacion, proporcionado
en el presente documento es un derivado de IL-15Ra. (por ejemplo, una forma purificada y/o
soluble del derivado de IL-15Ra), que es un polipéptido que: (i) es al menos 75%, 80%, 85%,
90%, 95 %, 98% 0 99% idéntico a la SEQ ID NO: 7 en la Tabla 2; y (ii) termina con la
secuencia de aminoacidos PQG (SEQ ID NO: 20 en la Tabla 2). En otras formas de
realizacion particulares, se proporciona en el presente documento una forma soluble de IL-
15Ra humano (por ejemplo, una forma soluble purificada de IL-15Ra humano) que tiene la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 10 en la Tabla 2). En algunas formas de
realizacion, en el presente documento se proporciona un derivado de IL-15Ra (por ejemplo,
una forma purificada y/o soluble de un derivado de IL-15Ra), que es un polipéptido que es al
menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% 0 99% idéntico a la SEQ ID NO: 10 enla Tabla 2y,
opcionalmente, en donde la secuencia de aminoacidos de la forma soluble del derivado de IL-
15Ra termina con PQG (SEQ ID NO: 20 en la Tabla 2).

[00109] En algunas formas de realizacion, en el presente documento se proporciona un
derivado de IL-15Ro de IL-15Ro humano de origen natural o de tipo salvaje, en donde el
derivado de IL-15Ra es soluble y: (a) los ultimos aminoacidos en el extremo C—terminal del
derivado de IL-15Ra consiste en residuos de aminoacidos PQGHSDTT (SEQ ID NO: 15 en
la Tabla 2); (b) los ltimos amino&cidos en el extremo C—terminal del derivado de IL-15Ra
consisten en residuos de aminoacidos PQGHSDT (SEQ ID NO: 16 en la Tabla 2); (c) los
ultimos amino&cidos en el extremo C—terminal del derivado de IL-15Ra consisten en residuos
de amino4cidos PQGHSD (SEQ ID NO: 17 en la Tabla 2); (d) los altimos aminoéacidos en el
extremo C—terminal del derivado de IL-15Ra consisten en residuos de aminoacidos PQGHS
(SEQ ID NO: 18 en la Tabla 2); o (e) los ultimos aminoacidos en el extremo C-terminal del
derivado de IL-15Ra consisten en residuos de aminoacidos PQGH (SEQ ID NO: 19 en la
Tabla 2). En ciertas formas de realizacion, las secuencias de aminoécidos de estos derivados
de IL-15Ra son al menos 75%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 96%,

al menos 97%, al menos 98%, o al menos 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos de la
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SEQ ID NO: 21 en la Tabla 2. En algunas formas de realizacion, estos derivados de IL-15Ra
se purifican.

[00110] En otro aspecto, se proporcionan en el presente documento formas glicosiladas
de IL-15Ra (por ejemplo, formas glicosiladas purificadas de IL-15Ra), en donde la
glicosilacion de IL-15Ra representa al menos el 20%, al menos el 25%, al menos 30%, al
menos 35%, al menos 40%, al menos 45%, al menos 50%, 0 20% a 25%, 20% a 30%, 25% a
30%, 25% a 35%, 30% a 35%, 30% a 40%, 35% a 40%, 35% a 45%, 40% a 50%, 45% a
50%, 20% a 40% o0 25% a 50% de la masa ( peso molecular) del IL-15Ra evaluado mediante
técnicas conocidas por un experto en la técnica. El porcentaje de la masa (peso molecular) de
IL-15Ra (por ejemplo, IL-15Ra purificado) que representa la glicosilacion de IL-15Ra se
puede determinar utilizando, por ejemplo y sin limitacion, electroforesis en gel y
densitometria cuantitativa de los geles, y comparacion de la masa promedio (peso molecular)
de una forma glicosilada de IL-15Ra (por ejemplo, una forma glicosilada purificada de IL—
15Ra) con la forma no glicosilada de IL-15Ra (por ejemplo, una forma no glicosilada
purificada de IL —15Ra). En una forma de realizacion, la masa promedio (peso molecular) de
IL-15Ra (por ejemplo, IL-15Ra purificado) se puede determinar utilizando el espectro de
MALDI-TOF MS en Voyager De—Pro equipado con detector de alta masa CovalX HM-1
utilizando &cido sinapico como matriz, y la masa de una forma glicosilada de IL-15Ra (por
ejemplo, forma glicosilada purificada de IL—15Ra) puede compararse con la masa de la forma
no glicosilada de IL-15Ra (por ejemplo, forma no glicosilada purificada de IL-15Ra) para
determinar el porcentaje de masa que representa la glicosilacion.

[00111] En otro aspecto, se proporcionan en el presente documento formas glicosiladas
de IL-15Ra, en donde IL-15Ra esta glicosilado (N— u O—glicosilado) en ciertos residuos de
aminoacidos. En determinadas formas de realizacion, se proporciona en el presente
documento un IL-15Ra humano que esta glicosilado en uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis,
siete 0 todos los siguientes sitios de glicosilacion: (i) O—glicosilacién en treonina en la
posicion 5 de la secuencia de aminodcidos NWELTASASHQPPGVYPQG (SEQ ID NO: 22
en la Tabla 2) en el IL-15Ra; (ii) O—glicosilacion en serina en la posicion 7 de la secuencia de
aminoacidos NWELTASASHQPPGVYPQG (SEQ ID NO: 22 en la Tabla 2) en el IL-15Ra;
(iii) N-glicosilacion en serina en la posicibn 8 de la secuencia de aminoacidos
ITCPPPMSVEHADIWVK (SEQ ID NO: 22 en la Tabla 2) en IL-15Ra, o serina en la
posicion 8 de la secuencia de aminoacidos ITCPPPMSVEHADIWVKSYSLYSRERYICNS
(SEQ ID NO: 23 en la Tabla 2) en el IL-15Ra; (iv) N—glicosilacion en Ser 18 de la secuencia
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de aminoacidos ITCPPPMSVEHADIWVKSYSLYSRERYICNS (SEQ ID NO: 24 en la
Tabla 2) en el IL-15Ra; (v) N—glicosilacion en serina en la posicion 20 de la secuencia de
aminoacidos ITCPPPMSVEHADIWVKSYSLYSRERYICNS (SEQ ID NO: 24 en la Tabla 2)
en el IL-15Ra; (vi) N—glicosilacion en serina en la posicion 23 de la secuencia de
aminoacidos ITCPPPMSVEHADIWVKSYSLYSRERYICNS (SEQ ID NO: 24 en la Tabla 2)
en el IL-15Ra; y/o (vii) N—glicosilacion en serina en la posicion 31 de la secuencia de
aminoacidos ITCPPPMSVEHADIWVKSYSLYSRERYICNS (SEQ ID NO: 24 en la Tabla 2)
en el IL-15Ra. En formas de realizacion especificas, el IL-15Ra glicosilado es un IL-15Ra
humano nativo. En otras formas de realizacion especificas, el IL-15Ra glicosilado es un
derivado de IL-15Ra de IL-15Ra humano de origen natural o de tipo salvaje. En algunas
formas de realizacion, el IL-15Ra glicosilado es un IL-15Ra humano soluble nativo, tal
como SEQ ID NO: 7 o 10 en la Tabla 2. En otras formas de realizacién, el IL-15Ra
glicosilado es un derivado de IL-15Ra que es una forma soluble de IL-15Ra humano. En

determinadas formas de realizacion, el IL-15Ra glicosilado se purifica o aisla.
[00112] Complejo IL-15/IL-15Ra

[00113] Como se utiliza en este documento, el término "complejo IL-15/IL-15Ra" se
refiere a un complejo que comprende IL-15 e IL-15Ra unidos covalentemente o no
covalentemente entre si. En una forma de realizacion preferida, el IL-15Ra tiene una afinidad
relativamente alta por IL-15, por ejemplo, KD de 10 a 50 pM segun se mide mediante una
técnica conocida en la técnica, por ejemplo, ensayo KinEx A, resonancia de la superficie del
plasma (por ejemplo, ensayo BlAcore). En otra forma de realizacion preferida, el complejo
IL-15/IL-15Ra induce la transduccion de sefiales mediada por IL-15, medida mediante
ensayos bien conocidos en la técnica, por ejemplo, ensayos de desplazamiento de
electromovilidad, ELISA y otros inmunoensayos. En algunas formas de realizacion, el
complejo IL-15/IL-15Ra conserva la capacidad de unirse especificamente a la cadena fy. En
una forma de realizacion especifica, el complejo IL-15/IL—15Ra se aisla de una célula.
[00114] En el presente documento se proporcionan complejos que se unen a las
subunidades By del receptor de IL-15, inducen la transduccién de sefiales de IL-15 (por
ejemplo, transduccion de sefiales de Jak/Stat) y mejoran la funcion inmunitaria mediada por
IL-15, en donde los complejos comprenden IL —15 unido covalente o0 no covalentemente al
receptor alfa de interleucina—15 (“IL-15Ra”) (un “complejo IL-15/IL-15Ra’). El complejo
IL-15/IL—15Ra puede unirse al complejo receptor Py.
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[00115] Los complejos IL-15/IL-15Ra pueden estar compuestos de IL-15 nativa o0 un
derivado de IL-15 e IL-15Ra nativo 0 un derivado de IL-15Ra. En determinadas formas de
realizacion, un complejo IL-15/IL-15Ra comprende IL-15 nativa o un derivado de IL-15y
un IL-15Ra descritos anteriormente. En una forma de realizacion especifica, un complejo IL—
15/IL-15Ra comprende 1L—15 nativa o un derivado de IL-15 e IL-15Ra con la secuencia de
amino&cidos de SEQ ID NO: 10 en la Tabla 2. En otra forma de realizacion, un complejo IL—
15/1L-15Ra comprende IL—15 nativa o un derivado de IL-15 y una forma glicosilada de IL-

15Ra descrita anteriormente.
[00116] En una forma de realizacion especifica, un complejo IL-15/IL-15Ra

comprende IL-15 nativa o un derivado de IL-15Ra ¢ IL-15Ra soluble nativo (por ejemplo,
IL-15Ro humana soluble nativo). En otra forma de realizacion especifica, un complejo IL—
15/IL-15Ra esta compuesto por un derivado de IL-15 y un derivado de IL-15Ra. En otra
forma de realizacion, un complejo IL-15/IL-15Ra esta compuesto de IL-15 nativa y un
derivado de IL-15Ra. En una forma de realizacion, el derivado de IL-15Ra es una forma
soluble de IL-15Ra. Los ejemplos especificos de formas solubles de IL-15Ra se describen
anteriormente. En una forma de realizacion especifica, la forma soluble de IL-15Ra carece
del dominio transmembrana de IL-15Ra nativo y, opcionalmente, el dominio intracelular de
IL-15Ra nativo. En otra forma de realizacion, el derivado de IL-15Ra es el dominio
extracelular de IL-15Ra nativo o un fragmento del mismo. En determinadas formas de
realizacion, el derivado de IL-15Ra es un fragmento del dominio extracelular que comprende
el dominio sushi 0 ex6n 2 del IL-15Ra nativo. En algunas formas de realizacion, el derivado
de IL-15Ra comprende un fragmento del dominio extracelular que comprende el dominio
sushi 0 exon 2 del IL-15Ra nativo y al menos un aminoacido que esta codificado por el exdn
3. En ciertas formas de realizacion, el derivado de IL-15Ra comprende un fragmento del
dominio extracelular que comprende el dominio sushi 0 exén 2 de IL-15Ra nativo y una
region de bisagra de IL-15Ra o su fragmento. En determinadas formas de realizacion, el 1L—
15Ro comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 10 en la Tabla 2.

[00117] En otra forma de realizacion, el derivado de IL-15Ra comprende una mutacion
en el sitio de escision del dominio extracelular que inhibe la escisién por una proteasa
endogena que escinde el IL-15Ra nativo. En una forma de realizacion especifica, el sitio de
escision del dominio extracelular de IL-15Ra se reemplaza con un sitio de escisién que es
reconocido y escindido por una proteasa heteréloga conocida. Los ejemplos no limitantes de
tales sitios de escision de proteasa heterdlogos incluyen Arg—X—X-Arg (SEQ ID NO: 25 en la
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Tabla 2), que se reconoce y escinde por la proteasa de furina; y A-B—Pro-Arg—X-Y (SEQ ID
NO: 26 en la Tabla 2) (A y B son aminoacidos hidréfobos y X e Y son aminoéacidos no
acidos) y Gly-Arg-Gly, que son reconocidos y escindidos por proteasa de trombina.

[00118] En otra forma de realizacion, la IL-15 estd codificada por una secuencia de
acido nucleico optimizada para mejorar la expresion de IL-15, por ejemplo, utilizando
métodos como se describe en los documentos WO 2007/084342 y WO 2010/020047; y
Patentes de Estados Unidos N° 5.965.726; 6.174.666; 6.291.664; 6.414.132; y 6.794.498.

[00119] En determinadas formas de realizacion, se proporciona en el presente
documento un complejo de IL-15/IL-15Ra que comprende IL-15Ro humano que esta
glicosilado en uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete o todos los sitios de glicosilacién como
se describio anteriormente y con referencia a las SEQ ID NO: 22, 23y 24 en la Tabla 2. En
formas de realizacion especificas, el IL-15Ra glicosilado es un IL-15Ra humano nativo. En
otras formas de realizacion especificas, el IL-15Ra glicosilado es un derivado de IL-15Ra de
IL-15Ra humano de origen natural o de tipo salvaje. En algunas formas de realizacion, el IL—
15Ra glicosilado es un IL-15Ra humano soluble nativo, tal como SEQ ID NO: 7 0 10 en la
Tabla 2. En otras formas de realizacion, el IL-15Ra glicosilado es un derivado de IL-15Ra
que es una forma soluble de IL-15Ra humano. En determinadas formas de realizacion, el
complejo IL-15/IL-15Ra se purifica o aisla.

[00120] Ademés de IL-15 e IL-15Ra, los complejos IL-15/IL-15Ra pueden
comprender una molécula heter6loga. En algunas formas de realizacion, la molécula
heter6loga aumenta la estabilidad de la proteina. Los ejemplos no limitantes de tales
moléculas incluyen polietilenglicol (PEG), dominio Fc de una inmunoglobulina 1gG o su
fragmento, o albumina que aumentan la vida media de IL-15 o IL-15Ra in vivo. En
determinadas formas de realizacion, IL-15Ra se conjuga/fusiona con el dominio Fc de una
inmunoglobulina (por ejemplo, una 1gG1) o un fragmento de la misma. En una forma de
realizacion especifica, la proteina de fusion IL-15RaFc comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 27 o 28 en la Tabla 2. En otra forma de realizacion, la
proteina de fusion IL-15RaFc es la proteina de fusion IL-15Ra/Fc descrita en Han et al.,
(2011), Cytokine 56: 804-810, Patente de Estados Unidos N° 8.507.222 o Patente de Estados
Unidos N° 8.124.084. En aquellos complejos de IL-15/IL-15Ra que comprenden una

molécula heterdloga, la molécula heteréloga puede conjugarse con IL-15 y/o IL-15Ra. En

37



WO 2021/156720 PCT/1B2021/050730

una forma de realizacion, la molécula heter6loga se conjuga con IL-15Ra. En otra
realizacion, la molécula heterologa se conjuga con 1L-15.

[00121] Los componentes de un complejo de IL-15/IL-15Ra pueden fusionarse
directamente, utilizando enlaces no covalentes o enlaces covalentes (por ejemplo,
combinando secuencias de aminoacidos mediante enlaces peptidicos), y/o pueden combinarse
utilizando uno o mas ligadores. Los ligadores adecuados para preparar los complejos IL—
15/IL-15Ra comprenden péptidos, grupos alquilo, grupos alquilo quimicamente sustituidos,
polimeros o cualquier otra sustancia quimica unida covalentemente o0 no covalentemente
capaz de unir dos o mas componentes. Los ligadores de polimero comprenden cualquier
polimero conocido en la técnica, incluido el polietilenglicol (PEG). En algunas formas de
realizacion, el ligador es un péptido que es 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20 0 mas aminoéacidos de largo. En una forma de realizacion especifica, el ligador
es lo suficientemente largo para preservar la capacidad de IL-15 para unirse al IL-15Ra. En
otras formas de realizacion, el ligador es suficientemente largo para preservar la capacidad del
complejo IL-15/IL-15Ra de unirse al complejo receptor By y actuar como agonista para
mediar en la transduccion de sefiales de IL-15.

[00122] En formas de realizacion particulares, los complejos de IL-15/IL-15Ra se
acoplan previamente antes de su uso en los métodos descritos en este documento (por
ejemplo, antes de poner en contacto las células con los complejos de IL-15/IL-15Ra o antes
de administrar los complejos IL-15/IL-15Ra a un sujeto). En otras formas de realizacion, los
complejos IL-15/IL-15Ra no se acoplan previamente antes de su uso en los métodos
descritos en el presente documento.

[00123] En una forma de realizacion especifica, un complejo de IL-15/IL-15Ra
potencia o induce la funcion inmune en un sujeto en al menos un 99%, al menos un 95%, al
menos un 90%, al menos un 85%, al menos un 80% , al menos 75%, al menos 70%, al menos
60%, al menos 50%, al menos 45%, al menos 40%, al menos 45%, al menos 35%, al menos
30%, al menos 25%, al menos el 20%, o al menos el 10% en relacion con la funcién inmune
en un sujeto al que no se le administré el complejo IL-15/IL-15Ra. utilizando ensayos bien
conocidos en la técnica, por ejemplo, ELISPOT, ELISA y ensayos de proliferacion celular. En
una forma de realizacion especifica, la funcion inmune es la liberacion de citocinas (por
ejemplo, interferon—gamma, IL-2, IL-5, IL-10, IL-12 o factor de crecimiento transformante

(TGF) —beta). En una forma de realizacion, la funcion inmunitaria mediada por IL-15 es la
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proliferacion de células NK, que puede ensayarse, por ejemplo, mediante citometria de flujo
para detectar el niamero de células que expresan marcadores de células NK (por ejemplo,
CD56). En otra forma de realizacion, la funcién inmune mediada por IL-15 es la produccion
de anticuerpos, que puede ensayarse, por ejemplo, mediante ELISA. En algunas formas de
realizacion, la funcion inmunitaria mediada por IL-15 es la funcion efectora, que puede
ensayarse, por ejemplo, mediante un ensayo de citotoxicidad u otros ensayos bien conocidos
en la técnica.

[00124] En formas de realizacion especificas, ejemplos de funcién inmune mejorada
por el complejo IL-15/IL-15Ra incluyen la proliferacion/expansion de linfocitos (por
ejemplo, aumento en el nimero de linfocitos), inhibicién de la apoptosis de linfocitos,
activacion de células dendriticas (o células presentadoras de antigenos) y presentacion de
antigenos. En formas de realizacion particulares, una funcion inmune mejorada por el
complejo IL-15/IL—15Ra es la proliferacion/expansion en el nimero o activacion de células T
CD4 + (por ejemplo, células T colaboradoras Thl y Th2), células T CD8 + (por ejemplo,
linfocitos T citotoxicos, células T alfa/beta y celulas T gamma/delta), células B (por ejemplo,
células plasmaticas), células T de memoria, células B de memoria, células dendriticas
(inmaduras 0 maduras), células presentadoras de antigenos, macréfagos, mastocitos, células T
asesinas naturales (células NKT), celulas T residentes en el tumor, células T CD122 + o
células asesinas naturales (células NK). En una forma de realizacion, el complejo IL-15/1L—
15Ra potencia la proliferacion/expansion o el nimero de progenitores de linfocitos. En
algunas formas de realizacion, un complejo IL-15/IL-15Ra aumenta el nimero de células T
CD4 + (por ejemplo, células T colaboradoras Thl y Th2), células T CD8 + (por ejemplo,
linfocitos T citotoxicos, células T alfa/beta y células T gamma/delta), células B (por ejemplo,
células plasmaticas), células T de memoria, células B de memoria, células dendriticas
(inmaduras 0 maduras), células presentadoras de antigenos, macréfagos, mastocitos, células T
asesinas naturales (células NKT), células T residentes tumorales, células T CD122 + o células
asesinas naturales (células NK) en aproximadamente 1 veces, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5
veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces, 20 veces, 0 un control mas relativo
negativo (por ejemplo, nimero de las células respectivas no tratadas, cultivadas o puestas en
contacto con un complejo IL-15/IL-15Ra).

[00125] En una forma de realizacién especifica, el complejo IL-15/IL-15Ra aumenta
la expresion de IL-2 en sangre completa activada por enterotoxina B estafilococica (SEB).
Por ejemplo, el complejo IL-15/IL-15R0 aumenta la expresion de IL-2 en al menos
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aproximadamente 2, 3, 4 0 5 veces, en comparaciéon con la expresién de IL-2 cuando se
utiliza SEB sola.

[00126] Produccion del complejo IL-15/IL—15Ro.

[00127] Los acidos nucleicos que codifican IL-15 y/o IL-15Ra pueden insertarse en
construcctos de acidos nucleicos para su expresién en células de mamiferos, bacterias,
levaduras y virus. IL-15 e IL-15Ra pueden expresarse de forma recombinante a partir del
mismo constructo de &cido nucleico (por ejemplo, utilizando un constructo de acido nucleico
bicistronico) o de diferentes construcctos de acido nucleico (por ejemplo, utilizando
constructos de &cido nucleico monocistrénico). En una forma de realizacién, IL-15 e IL—
15Ra pueden expresarse de manera recombinante a partir de un unico constructo de acido
nucleico que comprende un Unico marco de lectura abierto (ORF) de IL-15 e IL-15Ro.
[00128] Los constructos de acido nucleico pueden comprender uno o mas elementos
reguladores de la transcripcién unidos operativamente a la secuencia codificante de IL-15 y/o
IL-15Ra. Los elementos reguladores de la transcripcion se encuentran tipicamente en 5' con
respecto a la secuencia codificante y dirigen la transcripcion de los acidos nucleicos que
codifican IL-15 y/o IL-15Ra. En algunas formas de realizacién, uno o mas de los elementos
reguladores de la transcripcion que se encuentran en la naturaleza para regular la transcripcion
del gen IL-15 nativo y/o IL-15Ra nativo se utilizan para controlar la transcripcion. En otras
formas de realizacion, uno o mas elementos reguladores de la transcripcién que son
heter6logos del gen de IL-15 nativo y/o IL-15Ra nativo se utilizan para controlar la
transcripcion. Se puede utilizar cualquier elemento o elementos reguladores de la
transcripcion conocidos por un experto en la técnica. Los ejemplos no limitantes de los tipos
de elementos reguladores de la transcripcion incluyen un promotor constitutivo, un promotor
especifico de tejido y un promotor inducible. En una forma de realizacion especifica, la
transcripcion esta controlada, al menos en parte, por un elemento o elementos reguladores de
la transcripcion de mamifero (en algunas formas de realizacion, humano). En una forma de
realizacion especifica, la transcripcion esta controlada, al menos en parte, por un promotor
fuerte, por ejemplo, CMV. En otros aspectos, se puede utilizar un promotor inducible.

[00129] Los construcctos de acido nucleico también pueden comprender uno o0 mas
elementos reguladores postranscripcionales unidos operativamente a la secuencia codificante
de IL-15 y/o IL-15Ra. Los elementos reguladores postranscripcionales pueden estar en 5' y/0
3' con respecto a la secuencia codificante y dirigir la regulacion postranscripcional de la

traduccion de los transcriptos de ARN que codifican IL-15 y/o IL-15Ra.
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[00130] En otro aspecto, el constructo de acido nucleico puede ser un vector de
direccionamiento génico que reemplaza la region reguladora existente de un gen con una
secuencia reguladora aislada de un gen diferente 0 una secuencia reguladora nueva como se
describe, por ejemplo, en las publicaciones internacionales N° WQO1994/12650 vy
WQ02001/68882. En determinadas formas de realizacion, una célula huésped puede
modificarse por ingenieria genética para aumentar la produccién de IL-15 y/o IL-15Ra
enddgenos, por ejemplo, alterando la regién reguladora de los genes de IL-15 y/o IL-15Ra
enddgenos.

[00131] El constructo de acido nucleico elegido dependera de una variedad de factores,
que incluyen, sin limitacién, la fuerza de los elementos reguladores de la transcripcion y la
célula huésped que se utilizara para expresar IL-15 y/o IL-15Ra. Los constructos de acido
nucleico pueden ser un plasmido, fagémido, césmido, vector viral, fago, cromosoma artificial
y similares. En un aspecto, los vectores pueden ser vectores de integracién episomal o no
homdloga, que pueden introducirse en las células huésped apropiadas por cualquier medio
adecuado (transformacion, transfeccion, conjugacion, fusion de protoplastos, electroporacion,
precipitacion con fosfato calcico, microinyeccion directa, etc.) para transformarlas.

[00132] Los constructos de acido nucleico pueden ser un plasmido o un vector de
integracion estable para la expresion transitoria o estable de IL-15 y/o IL-15Ra en células
huésped. Para una expresion estable, el vector puede mediar la integracion cromosémica en
un sitio objetivo o un sitio cromosomico aleatorio. Los ejemplos no limitantes de sistemas de
vectores de células huésped que se pueden utilizar para expresar IL-15 y/o IL-15Ra incluyen
sistemas de células de mamiferos infectados con virus (por ejemplo, virus vaccinia,
adenovirus, retrovirus, lentivirus, etc.); sistemas de células de insectos infectados con virus
(por ejemplo, baculovirus); microorganismos tales como levaduras que contienen vectores de
levadura, o bacterias transformadas con bacteriéfagos, ADN, ADN plasmido o ADN
césmido; y lineas celulares estables generadas por transformacion utilizando un marcador
seleccionable. En algunas formas de realizacion, los constructos de acido nucleico incluyen
un gen marcador seleccionable que incluye, pero no se limita a, neomicina (neo),
dihidrofolato reductasa (dhfr) e higromicina (hyg).

[00133] Las constructos de é&cido nucleico pueden ser monocistronicos o
multicistrénicos. Un constructo de acido nucleico multicistronico puede codificar 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8,9, 10 0 mas, o en el intervalo de 2-5, 5-10 0 10-20 genes/secuencias de nucledtidos. Por

ejemplo, un constructo de &cido nucleico bicistronico puede comprender en el siguiente orden
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un promotor, un primer gen (por ejemplo, IL-15) y un segundo gen y (por ejemplo, IL-
15Ra). En un constructo de acido nucleico de este tipo, la transcripcion de ambos genes es
impulsada por el promotor, mientras que la traduccion del ARNm del primer gen se realiza
mediante un mecanismo de escaneo dependiente de cap y la traduccion del mRNA del
segundo gen se realiza mediante un mecanismo independiente de cap, por ejemplo, por un
IRES.

[00134] Las técnicas para practicar estos aspectos emplearan, a menos que se indique lo
contrario, técnicas convencionales de biologia molecular, microbiologia y manipulacién y
produccion de ADN recombinante, que son practicadas rutinariamente por un experto en la
técnica. Véase, por ejemplo, Sambrook, 1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manual,
Second Edition; DNA Cloning, Volumes | and Il (Glover, Ed. 1985); Oligonucleotide
Synthesis (Gait, Ed. 1984); Nucleic Acid Hybridization (Hames & Higgins, Eds. 1984);
Transcription and Translation (Hames & Higgins, Eds. 1984); Animal Cell Culture (Freshney,
Ed. 1986); Immobilized Cells and Enzymes (IRL Press, 1986); Perbal, A Practical Guide to
Molecular Cloning (1984); Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells (Miller & Calos,
Eds. 1987, Cold Spring Harbor Laboratory); Methods in Enzymology, Volumes 154 and 155
(Wu & Grossman, and Wu, Eds., respectivamente), (Mayer & Walker, Eds., 1987);
Immunochemical Methods in Cell and Molecular Biology (Academic Press, London, Scopes,
1987), Expression of Proteins in Mammalian Cells Using Vaccinia Viral Vectors in Current
Protocols in Molecular Biology, Volume 2 (Ausubel et al., Eds., 1991).

[00135] En una forma de realizacion especifica, los constructos de acido nucleico que
codifican IL-15 o IL-15Ra pueden cotransfectarse o transfectarse en las mismas células
huésped o en diferentes células huésped. Opcionalmente, un constructo de acido nucleico que
comprende &cidos nucleicos que codifican un gen marcador seleccionable también se puede
transfectar en las mismas células para seleccionar células transfectadas. Si los constructos de
acido nucleico que comprenden &cidos nucleicos que codifican IL-15 e IL-15Ra se
transfectan en diferentes células, IL-15 e IL-15Ra expresados por las diferentes células
pueden aislarse y ponerse en contacto entre si en condiciones adecuadas para formar los
complejos IL-15/IL-15Ra descritos anteriormente. Se puede utilizar cualquier técnica
conocida por un experto en la técnica para transfectar o transducir células huésped con acidos
nucleicos que incluyen, por ejemplo, transformacién, transfeccién, conjugacion, fusién de
protoplastos, electroporacion, precipitacion con fosfato de calcio, microinyeccion directa e

infeccion con virus. incluyendo pero no limitado a adenovirus, lentivirus y retrovirus.
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[00136] Para la produccién de alto rendimiento a largo plazo de polipéptidos de 1L-15
e IL-15Ra recombinantes, se pueden generar lineas celulares estables. Por ejemplo, las lineas
celulares se pueden transformar utilizando los constructos de acido nucleico descritos en el
presente documento que pueden contener un gen marcador seleccionable en el mismo o en un
constructo de acido nucleico separado. EI gen marcador seleccionable se puede introducir en
la misma célula mediante cotransfeccion. Después de la introduccion del vector, las células se
dejan crecer durante 1-2 dias en un medio enriquecido antes de cambiarlas a un medio
selectivo para permitir el crecimiento y la recuperacion de las células que expresan con éxito
los &cidos nucleicos introducidos. Los clones resistentes de células transformadas de manera
estable pueden proliferar utilizando técnicas de cultivo de tejidos bien conocidas en la técnica
que son apropiadas para el tipo de célula. En una forma de realizacion particular, la linea
celular se ha adaptado para crecer en medio sin suero. En una forma de realizacion, la linea
celular se ha adaptado para crecer en medio libre de suero en matraces agitadores. En una
forma de realizacién, la linea celular se ha adaptado para crecer en matraces rotatorios o con
agitacion. En determinadas formas de realizacion, la linea celular se cultiva en suspension. En
formas de realizacion particulares, la linea celular no es adherente o se ha adaptado para
crecer como células no adherentes. En determinadas formas de realizacion, la linea celular se
ha adaptado para crecer en condiciones de bajo contenido de calcio. En algunas formas de
realizacion, la linea celular se cultiva o se adapta para crecer en medio con bajo contenido de
suero.

[00137] En una forma de realizacion especifica, un método particularmente preferido
de produccion de alto rendimiento de un polipéptido recombinante de la presente invencion es
mediante el uso de amplificacion de dihidrofolato reductasa (DHFR) en células CHO
deficientes en DHFR, mediante el uso de aumento sucesivo niveles de metotrexato como se
describe en la patente de EE.UU. N° 4.889.803. EIl polipéptido obtenido de tales células puede
estar en forma glicosilada.

[00138] En una forma de realizacion, las lineas celulares se disefian para expresar el
heterodimero estable de IL-15 humana nativa e IL-15Ra humana soluble nativa, que luego
pueden purificarse y administrarse a un ser humano. En una forma de realizacion, la
estabilidad del heterodimero IL-15/IL-15Ra aumenta cuando se produce a partir de lineas
celulares que expresan de manera recombinante tanto IL-15 como IL—15Ra.

[00139] En una forma de realizacion especifica, la célula huésped expresa de forma

recombinante IL-15 y el IL-15Ra de longitud completa. En otra forma de realizacion
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especifica, la célula huésped expresa de manera recombinante IL-15 y la forma soluble de
IL-15Ro. En otra forma de realizacion especifica, la célula huésped expresa de manera
recombinante 1L-15 y una forma unida a la membrana de IL-15Ra que no se escinde de la
superficie de la célula y permanece asociada a la célula. En algunas formas de realizacion, la
celula huésped que expresa de forma recombinante IL-15 y/o IL-15Ra (forma completa o
soluble) también expresa de forma recombinante otro polipéptido (por ejemplo, una citoquina
0 un fragmento de la misma).

[00140] En determinadas formas de realizacion, dicha célula huésped expresa de forma
recombinante un polipéptido de IL-15 ademas de un polipéptido de IL-15Ra. Los acidos
nucleicos que codifican IL-15 y/o IL-15Ra se pueden utilizar para generar células de
mamiferos que expresan de manera recombinante IL-15 e IL-15Ra en altas cantidades para
el aislamiento y purificacion de 1L-15 e IL-15Ra, de modo preferente la IL-15y el IL-15Ra
estan asociados como complejos. En una forma de realizacion, altas cantidades de complejos
IL-15/IL-15Ra se refieren a cantidades de complejos IL-15/IL-15Ra expresados por células
que son al menos 1 veces, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9
veces, 10 veces, 20 veces 0 mas de 20 veces mas altas que las cantidades de complejos IL—
15/IL-15Ra que se expresan enddgenamente por células de control (por ejemplo, células que
no se han disefiado genéticamente para expresan de forma recombinante IL-15, IL-15Ra, o
IL-15 e IL-15Ra, o células que comprenden un vector vacio). En algunas formas de
realizacion, una célula huésped descrita en el presente documento expresa aproximadamente
0,1 pg a 25 pg, 0,1 pg a 20 pg, 0,1 pg a 15 pg, 0,1 pg a 10 pg, 0,1 pga 5 pg, 0,1 pg a 2 pg, 2
pg a 10 pg, 0 5 a 20 pg de IL-15 medido mediante una técnica conocida por un experto en la
técnica (por ejemplo, un ELISA). En ciertas formas de realizacion, una célula huésped
descrita en el presente documento expresa aproximadamente 0,1 a 0,25 pg por dia, 0,25 a 0,5
pg por dia, 0,5 a 1 pg por dia, 1 a 2 pg por dia, 2 a 5 pg por dia 0 5 a 10 pg por dia de IL-15
medido mediante una técnica conocida por un experto en la técnica (por ejemplo, un ELISA).
En una forma de realizacion especifica, IL-15Ra es la forma soluble de IL-15Ra. En una
forma de realizacion especifica, IL—15Ra es la forma soluble de IL-15Ra asociado con IL-15
en un heterodimero estable, que aumenta los rendimientos y simplifica la produccion y
purificacion del heterodimero bioactivo IL-15/citoquina IL-15Ra soluble.

[00141] La IL-15 e IL-15Ra recombinantes se pueden purificar utilizando métodos de
produccion y purificacion de proteinas recombinantes que son bien conocidos en la técnica,

por ejemplo, véase la Publicacion Internacional N° WO 2007/070488. Brevemente, el
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polipéptido puede producirse intracelularmente, en el espacio peripldsmico o secretarse
directamente al medio. El lisado celular o el sobrenadante que comprende el polipéptido
puede purificarse utilizando, por ejemplo, cromatografia de hidroxiapatita, electroforesis en
gel, dialisis y cromatografia de afinidad. Otras técnicas para la purificacion de proteinas como
el fraccionamiento en una columna de intercambio i6nico, precipitacion con etanol, HPLC de
fase inversa, cromatografia en silice, cromatografia en heparina SEPHAROSE ™ (sustancia
de filtracion en gel; Pharmacia Inc., Piscataway, New Jersey) cromatografia en un anién o
resina de intercambio catidénico (como una columna de acido poliaspartico), cromatoenfoque,
SDS-PAGE vy precipitacién con sulfato de amonio también estan disponibles.

[00142] En algunas formas de realizacion, IL-15 e IL-15Ra se sintetizan o expresan de
manera recombinante por diferentes células y posteriormente se aislan y combinan para
formar un complejo IL-15/IL-15Ra, in vitro, antes de la administracion a un sujeto. En otras
formas de realizacion, IL-15 e IL-15Ra se sintetizan o expresan de forma recombinante por
diferentes células y posteriormente se aislan y administran simultaneamente a un sujeto un
complejo de IL-15/IL-15Ra in situ o in vivo. En incluso otras formas de realizacion, IL-15 e
IL-15Ra se sintetizan 0 expresan juntas por la misma célula, y se aisla el complejo IL-15/IL—
15Ra formado.

[00143] Las células huésped elegidas para la expresion de acidos nucleicos dependeran
del uso pretendido de las células. Factores tales como si una célula se glicosila de manera
similar a las células que expresan endogenamente, por ejemplo, IL-15 y/o IL-15Ra, pueden
considerarse al seleccionar las células huésped.

[00144] Los ejemplos no limitantes de células huésped que se pueden utilizar para
expresar la proteina o proteinas codificadas por los constructos de &cido nucleico de la
presente incluyen céelulas de mamifero, células bacterianas, células de levadura, células
primarias, células inmortalizadas, células vegetales y células de insectos. En una forma de
realizacién especifica, las células huésped son una linea celular de mamifero. Ejemplos de
lineas de células de mamiferos incluyen, pero no se limitan a, COS, CHO, HelLa, NIH3T3,
HepG2, MCF7, HEK 293, HEK 293T, RD, PC12, hibridomas, células pre-B, 293, 293H,
K562, SKBr3, BT474, A204, M07Sb, TFB1, Raji, Jurkat, MOLT-4, CTLL-2, MC-IXC, SK-
N-MC, SK-N-MC, SK-N-DZ, SH-SY5Y, C127, NO, y células BE (2)-C. En la técnica se
conocen otras lineas de células de mamiferos disponibles como huéspedes para la expresion e
incluyen muchas lineas de células inmortalizadas disponibles en la Coleccion Americana de
Cultivos Tipo (ATCC).
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[00145] Célula CHO

[00146] Las células de ovario de hamster chino (CHO) se utilizan mas cominmente
para la produccién de polipéptidos glicosilados para uso terapéutico. Estas células producen
un perfil de glicosilacion definido y permiten la creacion de lineas celulares genéticamente
estables y de alta productividad. Ademas, las células CHO se pueden cultivar a alta densidad
celular en medios sin suero para desarrollar procesos biologicos seguros y reproducibles. Un
problema importante que se encuentra cuando se utilizan células CHO como células huésped
para la expresion recombinante es la degradacion proteolitica del polipéptido de interés
expresado y secretado en el medio de cultivo celular, también denominado "escision"
(“clipping”).

[00147] En algunas formas de realizacion, el complejo IL-15/IL-15Ra se produce por
una linea celular CHO que se ha alterado para deteriorar la funcion de matripasa, por ejemplo
reduciendo o eliminando la expresion funcional del gen de la matriptasa, disminuyendo
significativamente la degradacion proteolitica (“escision™) de un polipéptido recombinante de
interés que se expresa y secreta por dicha célula en el medio de cultivo celular. Por tanto, la
alteracion del efecto de la matriptasa en dicha célula reduce la escision del complejo 1L-
15/IL-15Ra recombinante secretado, en comparacion con una célula de vertebrado
correspondiente en la que el efecto de la matriptasa no esta alterado. Con la matriptasa, se
identifico una proteasa clave responsable de la escision de polipéptidos secretados y
expresados de forma recombinante. La alteracion de la célula de vertebrado para alterar el
efecto de la matriptasa permite mejorar significativamente la produccion recombinante de un
polipéptido de interés reduciendo o eliminando la escision del polipéptido de interés
expresado y secretado recombinantemente en el medio de cultivo celular. De ese modo,
aumenta el rendimiento del complejo IL-15/IL-15Ra.

[00148] En las células CHO, se ha informado que la enzima responsable de producir
extensiones NANA unidas a alfa(2-6) a estructuras de glicanos centrales (beta—galactésido
alfa—2,6-sialiltransferasa 1) es inactiva 0 no se expresa en células CHO (véase, por ejemplo,
Chung et al 2017), aunque el gen de la enzima en si esta presente en C. griseus. Sin embargo,
se descubrio inesperadamente que el complejo IL-15/IL—15Ra producido por células CHO de
la presente divulgacion tiene patrones de glicosilacion diferentes en comparacion con el
complejo IL-15/IL-15Ra producido por lineas celulares humanas. Ademas, se observo el
glicano de tipo de enlace alfa(2-6) en el complejo IL-15/IL-15Ra producido por células

CHO. Este patrén de glicosilacion es Unico. Potencialmente, puede proporcionar beneficios
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directos en comparacion con el patrdon CHO esperado al estar méas cerca de las formas de
glicosilacion humana. Los detalles de la linea celular CHO se pueden encontrar en el
documento W0O2015/166427, que se incorpora en el presente documento como referencia.
[00149] Composicién Farmacéutica

[00150] En el presente documento se proporcionan composiciones que comprenden un
complejo IL-15/IL-15Ra. Las composiciones incluyen composiciones de farmacos a granel
utiles en la fabricacion de composiciones farmacéuticas (por ejemplo, composiciones impuras
0 no estériles) y composiciones farmacéuticas (es decir, composiciones que son adecuadas
para la administracion a un sujeto o paciente) que se pueden utilizar en la preparacion de
formas de dosificacion unitarias. Las composiciones (por ejemplo, composiciones
farmacéuticas) comprenden una cantidad eficaz de un complejo IL-15/IL-15Ra, o una
combinacion de un complejo IL-15/IL-15Ra y un portador farmacéuticamente aceptable. En
formas de realizacion especificas, las composiciones (por ejemplo, composiciones
farmacéuticas) comprenden una cantidad eficaz de uno o més complejos de IL-15/IL-15Ra y
un portador farmacéuticamente aceptable. En algunas formas de realizacion, la composicion
comprende ademas un agente terapéutico adicional, por ejemplo, agente anticanceroso, agente
antivirico, agente antiinflamatorio, adyuvante. A continuacion se proporcionan ejemplos no
limitantes de tales agentes terapéuticos.

[00151] En una forma de realizacion especifica, el término "farmacéuticamente
aceptable™ significa aprobado por una agencia reguladora del gobierno federal o estatal o
enumerado en la Farmacopea de Estados Unidos u otra farmacopea generalmente reconocida
para uso en animales, y mas particularmente en seres humanos. El término "portador” se
refiere a un diluyente, adyuvante (por ejemplo, adyuvante de Freund (completo e incompleto)
0, de modo maés preferente, adyuvante MF59C.1), excipiente o vehiculo con el que se
administra el terapéutico. Dichos portadores farmacéuticos pueden ser liquidos estériles,
como agua Y aceites, incluidos los de origen petrolifero, animal, vegetal o sintético, tales
como aceite de mani, aceite de soja, aceite mineral, aceite de sésamo y similares. En una
forma de realizacion, el agua es un portador cuando la composicion farmaceutica se
administra por via intravenosa. Las soluciones salinas y las soluciones acuosas de dextrosa y
glicerol también se pueden emplear como portadores liquidos, particularmente para
soluciones inyectables. Los excipientes farmacéuticos adecuados incluyen almidoén, glucosa,
lactosa, sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina, tiza, gel de silice, estearato de sodio,

monoestearato de glicerol, talco, cloruro de sodio, leche desnatada en polvo, glicerol,
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propileno, glicol, agua, etanol y similares. La composicion, si se desea, también puede
contener cantidades menores de agentes humectantes o emulsionantes, o agentes
amortiguadores del pH. Estas composiciones pueden tomar la forma de soluciones,
suspensiones, emulsiones, comprimidos, pildoras, capsulas, polvos, formulaciones de
liberacion sostenida y similares.

[00152] Las composiciones farmacéuticas se pueden formular de cualquier manera
convencional utilizando uno o méas portadores o excipientes farmacéuticamente aceptables. En
una forma de realizacidn especifica, un complejo de IL-15/IL-15Ra administrado a un sujeto
de acuerdo con los métodos descritos en este documento se administra como una composicion
farmacéutica.

[00153] Generalmente, los componentes de las composiciones farmacéuticas que
comprenden un complejo de IL-15/IL-15Ra se suministran en forma de dosis unitaria, por
ejemplo, como un polvo liofilizado seco o concentrado libre de agua en un recipiente
herméticamente cerrado como una ampolla o sobre indicando la cantidad de agente activo.
Cuando el complejo IL-15/IL-15Ra se va a administrar por infusion, puede dispensarse con
una botella de infusion que contenga agua o solucién salina estéril de calidad farmacéutica
(por ejemplo, PBS). Cuando el complejo IL-15/IL-15Ra se administra mediante inyeccion,
se puede proporcionar una ampolla de agua estéril para inyeccion o solucion salina para que
los ingredientes se puedan mezclar antes de la administracion.

[00154] En algunas formas de realizacion, el complejo IL-15/IL-15Ro puede
formularse para su administracion mediante cualquier método conocido por un experto en la
técnica, que incluye, pero no se limita a, administracion parenteral (por ejemplo, subcutanea,
intravenosa, intratumoral o intramuscular). En una forma de realizacion, el complejo IL—
15/IL-15Ra se formula para administracion parenteral local o sistémica, por ejemplo,
administracion intratumoral. En una forma de realizacion especifica, el complejo IL-15/1L—
15Ra se formula para administracion subcutanea o intravenosa, respectivamente. En una
forma de realizacion, el complejo IL-15/IL-15Ra se formula en una solucion
farmacéuticamente compatible.

[00155] El complejo IL-15/IL-15Ra se puede formular para administracion parenteral
mediante inyeccion, por ejemplo, mediante inyeccion en bolo o infusion continua. Las
formulaciones para inyeccion se pueden presentar en forma de dosificacion unitaria, por
ejemplo, en ampollas o en recipientes multidosis, con un conservante agregado. Las

composiciones pueden tomar formas tales como suspensiones, soluciones o emulsiones en

48



WO 2021/156720 PCT/1B2021/050730

vehiculos oleosos 0 acuosos, y pueden contener agentes de formulacion tales como agentes de
suspension, estabilizantes y/o dispersantes. Alternativamente, el ingrediente activo puede
estar en forma de polvo para reconstituir con un vehiculo adecuado, por ejemplo, agua esteril
libre de pirdgenos, antes de su uso.

[00156] Tratamiento y régimen de dosis

[00157] En un aspecto, en el presente documento se proporcionan métodos para
potenciar la funcion inmunitaria mediada por IL-15, que comprenden administrar a los
sujetos complejos IL-15/IL-15Ra en un régimen de dosis especifico. Dado que la mejora de
la funcion inmune mediada por IL-15 es beneficiosa para la prevencion, el tratamiento y/o el
manejo de ciertos trastornos, en el presente documento se proporcionan métodos para la
prevencion, el tratamiento y/o el manejo de tales trastornos que comprenden la administracion
a un sujeto que lo necesite complejos 15/IL-15Ra. Los ejemplos no limitantes de trastornos
en los que es beneficioso potenciar la funcién inmunitaria mediada por IL-15 incluyen
cancer, linfopenia, inmunodeficiencias, enfermedades infecciosas y heridas.

[00158] En una forma de realizacion, en el presente documento se proporciona un
método para prevenir, tratar y/o manejar trastornos en un sujeto, en el que la mejora de la
funcién inmune mediada por IL-15 es beneficiosa para la prevencion, el tratamiento y/o el
manejo de dichos trastornos, comprendiendo el método administrar la misma dosis de un
complejo IL-15/IL-15Ra a un sujeto durante la duracion del ciclo de tratamiento. En una
forma de realizacion, la dosis se encuentra en el intervalo de 0,1 pg/kg y 0,5 pg/kg. En una
forma de realizacion, la dosis se encuentra en el intervalo de 0,25 pg/kg y 1 pg/kg. En una
forma de realizacion especifica, la dosis se encuentra en el intervalo de 0,5 pg/kg y 2 pg/kg.
En otra forma de realizacion, la dosis se encuentra entre 1 pg/kg y 4 pg/kg. En otra forma de
realizacion, la dosis se encuentra entre 2 pug/kg y 8 pg/kg. En otra forma de realizacion, la
dosis es 0,1 pg/kg, 0,25 pg/kg, 0,5 pg/kg, 1 pa/kg, 2 pg/kg, 4 pg/kg, 5 pg/kg, 6 pg/kg, 8
pag/kg. En una forma de realizacion especifica, la dosis es de 1 pg/kg. En determinadas formas
de realizacion, la dosis se administra 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8,9,10 o mas veces,01a3,1a4,2a
4,2ab5,2a6,3a6,4a6,6a8,5a80b5a 10 veces. En algunas formas de realizacion, la
dosis se administra 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 100 més veces,01a3,1a4,2a4,2ab5,1a5,2a
6,3a6,4a606 a8 veces durante un periodo de 5 a 7 dias, 5 a 10 dias, 7 a 12 dias, 7 a 14
dias, 7 a 21 dias 0 14 a 21 dias de tiempo. En formas de realizacion especificas, cada dosis se
administra al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6 0 mas veces durante un periodo de tiempo de 5 a 7 dias, 5

a 10 dias, 7 a 12 dias, 7 a 14 dias, 7 a 21 dias o 14 a 21 dias. En otra forma de realizacion
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especifica, cada dosis se administra al menos una vez y al sujeto se le administra una dosis
una vez por semana durante un periodo de tres semanas.

[00159] En otra forma de realizacion, en el presente documento se proporciona un
método para prevenir, tratar y/o manejar trastornos en un sujeto, en donde la mejora de la
funcién inmune mediada por IL-15 es beneficiosa para la prevencion, tratamiento y/o manejo
de tales trastornos, comprendiendo el método administrar un complejo de 1L-15/IL-15Ra al
sujeto en un régimen de dosificacién al menos una, dos, cuatro o seis veces en un ciclo de
dosificacion antes de un periodo de no administracion. En una forma de realizacion
especifica, el complejo IL-15/IL-15Rao se administra una vez a la semana durante tres
semanas sin administracion en la cuarta semana. Luego se repite el ciclo de dosificacion.
[00160] En una forma de realizacién alternativa, en el presente documento se
proporciona un metodo para prevenir, tratar y/o manejar trastornos en un sujeto, en donde la
mejora de la funcion inmune mediada por IL-15 es beneficiosa para la prevencion,
tratamiento y/o manejo de tales trastornos, comprendiendo el método (a) administrar al menos
una dosis baja inicial de un complejo IL-15/IL-15Ra a un sujeto; y (b) administrar dosis
sucesivamente mayores del complejo IL-15/IL-15Ra al sujeto durante la duracion del ciclo
de tratamiento. En una forma de realizacion especifica, en el presente documento se
proporciona un meétodo para prevenir, tratar y/o manejar el cancer en un sujeto, método que
comprende (a) administrar una dosis inicial de un complejo IL-15/IL-15Ra al sujeto durante
la duracion de la ciclo de tratamiento; y (b) administrar dosis sucesivamente mayores del
complejo IL-15/IL-15Ra al sujeto durante la duracion del ciclo de tratamiento. En una forma
de realizacion especifica, la dosis inicial se encuentra en el rango de 0,1 pg/kg y 0,5 pg/kg. En
una forma de realizacion especifica, la dosis inicial se encuentra en el rango de 0,25 pg/kg y 1
pa/kg. En otra forma de realizacion, la dosis inicial se encuentra en el intervalo de 0,5 pg/kg y
2 ug/kg. En una forma de realizacion especifica, la dosis inicial se encuentra entre 1 pg/kg y 4
pag/kg. En otra forma de realizacion, la dosis inicial se encuentra entre 2 pg/kg y 8 pg/kg. En
otra forma de realizacion, la dosis inicial es de aproximadamente 0,25 pg/kg. En otra forma
de realizacion, la dosis inicial es de aproximadamente 0,5 pug/kg. En otra forma de realizacion,
la dosis inicial es de aproximadamente 1 pg/kg. En otra forma de realizacién, la dosis inicial
es de 0,1 pg/kg, 0,25 po/kg, 0,5 pg/kg, 1 pg/kyg, 2 ug/kg, 4 pa/kg, 5 ng/kg, 6 pg/kg, 8 ug /kg.
En determinadas formas de realizacion, la dosis inicial se administra 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10
omasveces,01a3,1a4,2a4,2ab5 2a6,3a6,4a6,6a8 5a805a10veces. En

algunas formas de realizacion, la dosis inicial se administra 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 0 més
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veces,01a3,1a4,2a4,2a5,1a5,2a6,3a6,4a6 06 a8 veces durante un periodo de
tiempo de 5a 7 dias, 5 a 10 dias, 7 a 12 dias, 7 a 14 dias, 7 a 21 dias 0 14 a 21 dias. En ciertas
formas de realizacion, cada dosis sucesivamente mas alta es 1,2, 1,25, 1,3, 1,35, 1,4, 1,45, 1,5,
2,25,3,35,4,45,5,55 0 6 veces mayor que la dosis anterior,01,2a2,2a3,2a4,1ab5,
2a6,3a4,3a604a6 veces mayor que la dosis anterior, 0 2 veces mayor que la dosis
anterior. En algunas formas de realizacion, cada dosis sucesivamente més alta es 25%, 30%,
35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 100%, 105%,
110%, 115%, 120%, 125%, 130%, 135%, 140%, 145%, 150%, 155%, 160%, 165%, 170%,
175 %, 180%, 185%, 190%, 195% o 200% mas alto que la dosis anterior. En formas de
realizacion especificas, cada dosis se administra al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6 0 mas veces durante
un periodo de tiempo de 5 a 7 dias, 5 a 10 dias, 7 a 12 dias, 7 a 14 dias, 7 a 21 dias 0 14 a 21
dias. En otra forma de realizacién especifica, cada dosis se administra al menos una vez y al
sujeto se le administra una dosis tres veces por semana de 7 dias (por ejemplo, lunes,
miércoles y viernes) durante un periodo de dos semanas.

[00161] En determinadas formas de realizacion, se monitoriza al sujeto para detectar
los siguientes eventos adversos, como trombocitopenia de grado 3 o 4, granulocitopenia de
grado 3 0 4, leucocitosis de grado 3 o 4 (glébulos blancos (WBC) > 100.000 mm?), grado 3 0
4 disminuciones en WBC, recuento absoluto de linfocitos (ALC) y/o recuento absoluto de
neutréfilos (ANC), linfocitosis y disfuncién organica (por ejemplo, disfuncion hepética o
renal). En ciertas formas de realizacion, la dosis no aumenta y la dosis puede permanecer
igual, detenerse o reducirse si el sujeto experimenta eventos adversos, como trombocitopenia
de grado 3 o 4, granulocitopenia de grado 3 o 4, grado 3 o leucocitosis (glébulos blancos >
100.000 mm?3), disminucion de grado 3 0 4 en WBC, recuento absoluto de linfocitos (ALC)
y/o recuento absoluto de neutrdfilos (ANC), linfocitosis y disfuncion organica (por ejemplo,
disfuncion hepatica o renal). De acuerdo con estas formas de realizacion, la dosis del
complejo IL-15/IL-15Ra administrada al sujeto puede reducirse o permanecer igual hasta
que los eventos adversos disminuyan o desaparezcan.

[00162] En otra forma de realizacion, en el presente documento se proporciona un
método para prevenir, tratar y/o manejar trastornos en un sujeto, en donde la mejora de la
funcién inmune mediada por IL-15 es beneficiosa para la prevencion, el tratamiento y/o el
manejo de tales trastornos, el método comprende administrar un complejo de 1L-15/IL—15Ra
al sujeto humano en un régimen de dosis que comienza con un primer ciclo que comprende

una dosis inicial de entre 0,25 pg/kg y 4 pg/kg, y ciclos secuenciales en los que se aumenta la
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dosis dos o tres veces mas que la dosis anterior. Cada dosis se administra al menos una, dos,
cuatro o seis veces antes de elevar la dosis al siguiente nivel y la concentracién de IL-15 libre
en una muestra (por ejemplo, una muestra de plasma) obtenida del sujeto durante un cierto
periodo de tiempo después de la administracion de una dosis del complejo IL-15/IL-15Ra
(por ejemplo, aproximadamente 24 horas a aproximadamente 48 horas, aproximadamente 24
horas a aproximadamente 36 horas, aproximadamente 24 horas a aproximadamente 72 horas,
aproximadamente 48 horas a aproximadamente 72 horas, aproximadamente 36 horas a
aproximadamente 48 horas, o aproximadamente 48 horas a 60 horas después de la
administracion de una dosis del complejo IL-15/IL-15Ra y antes de la administracion de otra
dosis del complejo IL-15/IL-15Ra ) se controla antes de elevar la dosis al siguiente nivel.
[00163] En otra forma de realizacion, en el presente documento se proporciona un
método para prevenir, tratar y/o manejar trastornos en un sujeto, en donde la mejora de la
funcién inmune mediada por IL-15 es beneficiosa para la prevencion, tratamiento y/o manejo
de tales trastornos, comprendiendo el método administrar un complejo de 1L-15/1L-15Ra. al
sujeto en un régimen de dosis en las siguientes dosis secuenciales: (i) 0,25 pg/kg; (i) 0,5
pa/kg; (iii) 1 pg/kg; (iv) 2 pg/kg; (v) 4 pg/kg; y (vi) 8 pg/kg. En una determinada forma de
realizacion, el complejo IL-15/IL-15Ra se administra al sujeto en un régimen de dosis en las
siguientes dosis secuenciales: (i) 1 pg/kg; (ii) 2 pa/kg; (iii) 4 pg/kg; y (iv) 8 pg/kg. Cada dosis
se administra al menos una, dos, cuatro o seis veces en un ciclo de dosificacion antes de
elevar la dosis al siguiente nivel, y en donde la concentracion de IL-15 libre en una muestra
(por ejemplo, una muestra de plasma) obtenida del sujeto un cierto periodo de tiempo después
de la administracion de wuna dosis del complejo IL-15/IL-15Ra (por ejemplo,
aproximadamente 24 horas a aproximadamente 48 horas, aproximadamente 24 horas a
aproximadamente 36 horas, aproximadamente 24 horas a aproximadamente 72 horas,
aproximadamente 48 horas a aproximadamente 72 horas, aproximadamente 36 horas a
aproximadamente 48 horas, o aproximadamente 48 horas a 60 horas después de la
administracion de una dosis del complejo IL-15/IL-15Ra y antes de la administracion de otra
dosis del complejo IL-15/IL—15Ra) se monitorea antes de elevar la dosis al siguiente nivel.
[00164] En otra forma de realizacion, en el presente documento se proporciona un
método para prevenir, tratar y/o controlar el cancer en un sujeto, método que comprende
administrar un complejo IL-15/IL-15Ra al sujeto en un régimen de dosis en las siguientes
dosis secuenciales: (i) 1 pg/kg; (i) 2 pg/kg; (iii) 4 pg/kg; y (iv) 8 pg/kg, en donde cada dosis

se administra al menos una, dos, cuatro o seis veces en un ciclo de dosificacion antes de
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elevar la dosis al siguiente nivel. En una forma de realizacion especifica, el método
comprende administrar el complejo IL-15/IL-15Ra al sujeto utilizando un régimen de
administracion ciclica, en donde el régimen de administracion ciclica comprende: (a)
administrar por via subcutanea al sujeto una dosis de 0,1 a 10 pg/kg del complejo IL-15/1L—
15Ra cada 1, 2 o 3 dias durante un primer periodo de 1 a 3 semanas; y (b) después de un
segundo periodo de 1 semana a 2 meses en el que no se administra al sujeto el complejo I1L—
15/IL-15Ra, administrando al sujeto por via subcutanea una dosis de 0,1 a 10 pg/kg del
complejo IL-15/IL-15Ra cada 1, 2 o 3 dias durante un tercer periodo de 1 a 3 semanas.
[00165] En una forma de realizacién particular, el sujeto es un sujeto humano. En
ciertas formas de realizacion, la dosis en el ciclo de tratamiento se administra 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7,8,9,100méasveces,01a3,1a4,1a52a4,2a5,1a6,2a6,1a6,3a6,4a6,6a8,5
a 8 0 5a 10 veces. En algunas formas de realizacion, la dosis se administra 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9, 100 mas veces,01a3,1a4,1a5 2a4,2a5 2a6,1a6,3a6,4a606 a8 veces
durante un periodo de tiempo de 5 a 7 dias, 5 a 10 dias, 7 a 12 dias, 7 a 14 dias, 7 a 21 dias o
14 a 21 dias. En ciertas formas de realizacion, cada dosis se administra 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9,
10 omasveces,0l1a3,1a4,1a52a4,2a5,1a6,2a6,1a6,3a6,4a6,6a85a805
a 10 veces, por ciclo de dosificacion. En formas de realizacién especificas, cada dosis se
administra al menos 1, 2, 3,4,5,6 omédsveces,01a3,1a4,1a52a4,2a5,1a6,2a6,1
a6,3a6,4a6,6a8,5a805a10 veces durante un periodo de tiempo de 5a 7 dias, 5a 10
dias, 7 a 12 dias, 7 a 14 dias, 7 a 21 dias o de 14 a 21 dias.

[00166] En otra forma de realizacion especifica, al sujeto se le administra una dosis tres
veces por semana de 7 dias (por ejemplo, lunes, miércoles y viernes). En determinadas formas
de realizacién, se monitoriza al sujeto para detectar los siguientes eventos adversos, como
trombocitopenia de grado 3 o 4, granulocitopenia de grado 3 o 4, leucocitosis de grado 3 0 4
(gldbulos blancos (WBC) > 100.000 mm?), disminucién de grado 3 o 4 en WBC, recuento
absoluto de linfocitos (ALC) y/o recuento absoluto de neutréfilos (ANC), linfocitosis y
disfuncién orgéanica (por ejemplo, disfuncion hepatica o renal). En ciertas formas de
realizacion, la dosis no aumenta y la dosis puede permanecer igual, detenerse o reducirse si el
sujeto experimenta eventos adversos, como trombocitopenia de grado 3 o 4, granulocitopenia
de grado 3 o 4, grado 3 o leucocitosis (gldbulos blancos > 100.000 mm?), disminucion de
grado 3 0 4 en WBC, recuento absoluto de linfocitos (ALC) y/o recuento absoluto de
neutrofilos (ANC), linfocitosis y disfuncion organica (por ejemplo, disfuncion hepética o

renal). De acuerdo con estas formas de realizacién, la dosis del complejo IL-15/IL-15Ra
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administrada al sujeto puede reducirse o permanecer igual hasta que los eventos adversos
disminuyan o desaparezcan.

[00167] En formas de realizacion especificas, de acuerdo con los métodos descritos en
el presente documento, cada dosis se administra una vez a la semana durante tres semanas. En
formas de realizacion especificas, de acuerdo con los métodos descritos en este documento,
cada dosis se administra una vez, tres veces por semana durante dos semanas. En formas de
realizacion especificas, de acuerdo con los métodos descritos en este documento, cada dosis
se administra una vez, tres veces por semana durante dos, tres o cuatro semanas. En formas de
realizacién especificas, de acuerdo con los métodos descritos en el presente documento, cada
dosis se administra una vez, seis veces por semana durante dos, tres o0 cuatro semanas. En
formas de realizacién especificas, de acuerdo con los métodos descritos en este documento,
cada dosis se administra una vez, cada dos dias, durante dos, tres o cuatro semanas. En formas
de realizacion especificas, de acuerdo con los métodos descritos en el presente documento,
cada dosis se administra una vez, todos los dias, durante dos, tres o cuatro semanas.

[00168] En determinadas formas de realizacion, el complejo IL-15/IL-15Ro se
administra por via subcutanea a un sujeto de acuerdo con los métodos descritos en el presente
documento. En algunas formas de realizacion, el complejo IL-15/IL-15Ra se administra por
via intravenosa o intramuscular a un sujeto de acuerdo con los métodos descritos en este
documento. En determinadas formas de realizacion, el complejo IL-15/IL-15Ro se
administra por via intratumoral a un sujeto de acuerdo con los métodos descritos en el
presente documento. En algunas formas de realizacion, el complejo IL-15/IL-15Ra se
administra localmente a un sitio (por ejemplo, un sitio de infeccién) en un sujeto de acuerdo
con los métodos descritos en este documento.

[00169] En ciertas formas de realizacion, una muestra obtenida de un sujeto de acuerdo
con los métodos descritos en este documento es una muestra de sangre. En una forma de
realizacién especifica, la muestra es una muestra de plasma. Los niveles plasmaticos basales
de IL-15 son aproximadamente 1 pg/ml en seres humanos, aproximadamente 8-10 pg/ml en
monos (como macacos) y aproximadamente 12 pg/m en roedores (como ratones). Se pueden
utilizar técnicas conocidas por un experto en la técnica para obtener una muestra de un sujeto.
[00170] En formas de realizacién especificas, los ejemplos de funcion inmune
mejorada por los métodos descritos en este documento incluyen la proliferacion/expansion de
linfocitos (por ejemplo, aumento en el nimero de linfocitos), inhibicion de la apoptosis de

linfocitos, activacion de células dendriticas (o0 células presentadoras de antigenos) y
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presentacion de antigenos. En formas de realizacion particulares, una funcién inmune
mejorada por los métodos descritos en este documento es la proliferacién/expansion en el
namero o activacion de células T CD4 + (por ejemplo, células T colaboradoras Thl y Th2),
células T CD8 + (por ejemplo, linfocitos T citotoxicos, células T alfa/beta y células T
gamma/delta), células B (por ejemplo, células plasmaticas), células T de memoria, células B
de memoria, células dendriticas (inmaduras o maduras), células presentadoras de antigenos,
macrofagos, mastocitos, células T asesinas naturales (células NKT), células T residentes en el
tumor, células T CD122 + o células asesinas naturales (células NK). En una forma de
realizacién, los métodos descritos en este documento mejoran la proliferacién/expansion o el
namero de progenitores de linfocitos. En algunas formas de realizacion, los métodos descritos
en este documento aumentan el nimero de células T CD4 + (por ejemplo, células T
colaboradora Thl y Th2), células T CD8 + (por ejemplo, linfocitos T citotoxicos, células T
alfa/beta y células T gamma/delta), células B (por ejemplo, células plasmaticas), células T de
memoria, células B de memoria, células dendriticas (inmaduras o maduras), células
presentadoras de antigenos, macréfagos, mastocitos, células T asesinas naturales (células
NKT), células T residentes en tumores, células T CD122 +, o células asesinas naturales
(células NK) en aproximadamente 1 vez, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces,
8 veces, 9 veces, 10 veces, 20 veces 0 mas en relacion con un control negativo.

[00171] En una forma de realizacion especifica, los métodos descritos en el presente
documento mejoran o inducen la funcion inmune en un sujeto en al menos 0,2 veces, 0,5
veces, 0,75 veces, 1 veces, 1,5 veces, 2 veces, 2,5 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7
veces, 8 veces 9 veces, 0 al menos 10 veces con respecto a la funcion inmune en un sujeto al
que no se le administra la combinacién de un complejo IL-15/IL-15Ra y una molécula de
anticuerpo anti-PD-1 utilizando ensayos bien conocidos en la tecnica, por ejemplo,
ELISPOT, ELISA y ensayos de proliferacion celular. En una forma de realizacion especifica,
los métodos descritos en este documento mejoran o inducen la funcién inmune en un sujeto en
al menos 99%, al menos 95%, al menos 90%, al menos 85%, al menos 80%, al menos 75%, al
menos 70%, al menos 60%, al menos 50%, al menos 45%, al menos 40%, al menos 45%, al
menos 35%, al menos 30%, al menos 25%, al menos 20% o al menos 10% en relacién con la
funcién inmune en un sujeto al que no se le administrd la combinacion de un complejo IL—
15/IL-15Ra y una molécula de anticuerpo anti-PD-1 utilizando ensayos bien conocidos en la
técnica, por ejemplo, ELISPOT, ELISA y ensayos de proliferacion celular. En una forma de

realizacion especifica, la funcién inmune es la liberacion de citocinas (por ejemplo,
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interferbn—gamma, 1L-2, IL-5, IL-10, IL-12 o factor de crecimiento transformante (TGF) —
beta). En una forma de realizacion, la funcion inmunitaria mediada por IL-15 es la
proliferacion de células NK, que puede ensayarse, por ejemplo, mediante citometria de flujo
para detectar el nimero de células que expresan marcadores de células NK (por ejemplo,
CD56). En una forma de realizacién, la funcién inmunitaria mediada por IL-15 es la
proliferacion de células T CD8 +, que puede ensayarse, por ejemplo, por flujo. En otra forma
de realizacion, la funcién inmune mediada por IL-15 es la produccién de anticuerpos, que
puede ensayarse, por ejemplo, mediante ELISA. En algunas formas de realizacion, la funcion
inmunitaria mediada por IL-15 es la funcién efectora, que puede ensayarse, por ejemplo,
mediante un ensayo de citotoxicidad u otros ensayos bien conocidos en la técnica. El efecto
de una o mas dosis de una combinacién de un complejo de IL-15/IL-15Ra y una molécula de
anticuerpo anti-PD-1 sobre los recuentos de linfocitos de sangre periférica se puede
controlar/evaluar utilizando técnicas estandar conocidas por un experto en la técnica. Los
recuentos de linfocitos de sangre periférica en un mamifero se pueden determinar, por
ejemplo, obteniendo una muestra de sangre periférica de dicho mamifero, separando los
linfocitos de otros componentes de la sangre periférica como el plasma utilizando, por
ejemplo, centrifugacion en gradiente FicollHypaque (Pharmacia), y contando la cantidad de
linfocitos con azul tripan. Los recuentos de células T en sangre periférica en mamiferos se
pueden determinar, por ejemplo, separando los linfocitos de otros componentes de la sangre
periférica como el plasma utilizando, por ejemplo, un uso de centrifugacion en gradiente
Ficoll-Hypaque (Pharmacia), marcando las células T con un anticuerpo dirigido a un antigeno
de células T como CD3, CD4 y CD8 que esta conjugado con FITC o ficoeritrina, y midiendo
el nimero de células T mediante FACS. Ademas, el efecto sobre un subconjunto particular de
células T (por ejemplo, CD2*, CD4*, CD8", CD4*RO", CD8'RO", CD4*RA", 0 CD8'RA") 0
células NK se puede determinar utilizando técnicas estandar conocidas por un experto en la
técnica como FACS.

[00172] Los niveles plasméaticos de IL-15 y/o PD-1 se pueden evaluar utilizando
técnicas estandar conocidas por un experto en la técnica. Por ejemplo, se puede obtener
plasma a partir de una muestra de sangre obtenida de un sujeto y los niveles de IL-15 y/o PD-
1 en el plasma se pueden medir mediante ELISA.

[00173] Terapia de Combinacion

[00174] La presente divulgacién también proporciona otras terapias que se pueden

utilizar en combinacion con IL-15/IL-15Ra. En un aspecto, en el presente documento se
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proporcionan metodos para prevenir, tratar y/o controlar el cancer, que comprenden
administrar una cantidad eficaz de un complejo IL-15/IL-15Ra y una molécula de anticuerpo
anti-PD-1 o una composicion que comprende un complejo IL-15/IL-15Ra y una molécula
de anticuerpo anti-PD-1 a un sujeto que lo necesite. Como se utiliza en este documento, el
término "cancer" pretende incluir todos los tipos de crecimientos cancerosos O procesos
oncogénicos, tejidos metastasicos o células, tejidos u 6rganos transformados malignamente,
independientemente del tipo histopatolégico o etapa de invasion. En una forma de realizacion
especifica, el complejo IL-15/IL-15Ra se administra por via subcutanea a la misma dosis
repetida o alternativamente en un régimen de aumento de dosis. En una forma de realizacion
especifica, la molécula de anticuerpo anti-PD-1 se administra como una infusién intravenosa
en un régimen de dosificacion plana.

[00175] En formas de realizacion especificas, la administracion de una combinacion de
un complejo de IL-15/IL-15Ra y una molécula de anticuerpo anti-PD-1 a un sujeto de
acuerdo con los métodos descritos en el presente documento logra uno, dos o tres 0 mas
resultados: (1) una reduccidn en el crecimiento de un tumor o neoplasia; (2) una reduccién en
la formacién de un tumor; (3) una erradicacion, eliminacién o control del cancer primario,
regional y/o metastésico; (4) una reduccién en la diseminacion metastasica; (5) una reduccion
de la mortalidad; (6) un aumento en la tasa de supervivencia; (7) un aumento en la duracion
de la supervivencia; (8) un aumento en el nimero de pacientes en remision; (9) una
disminucion en la tasa de hospitalizacion; (10) una disminucion en la duracion de las
hospitalizaciones; y (11) el mantenimiento del tamafio del tumor para que no aumente en mas
del 10%, ni en méas del 8%, ni en mas del 6%, ni en mas del 4%; de modo preferente, el
tamafio del tumor no aumenta en més del 2%.

[00176] En una forma de realizacion especifica, la administracion de una combinacion
de un complejo IL-15/IL-15Ra y una molécula de anticuerpo anti-PD-1 a un sujeto con
cancer (en algunas formas de realizacion, un modelo animal de cancer) de acuerdo con los
métodos descritos en este documento inhibe o reduce el crecimiento de un tumor en al menos
2 veces, de modo preferente al menos 2,5 veces, al menos 3 veces, al menos 4 veces, al menos
5 veces, al menos 7 veces, o al menos 10 veces en relacion con el crecimiento de un tumor en
un sujeto con cancer (en algunas formas de realizacién, en el mismo modelo animal para el
cancer) administrado un control negativo medido utilizando ensayos bien conocidos en la

técnica. En otra forma de realizacién, la administracion de una combinacion de un complejo
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IL-15/IL-15Ra y una molécula de anticuerpo anti—-PD-1 a un sujeto con cancer (en algunas
formas de realizacion, un modelo animal para cancer) de acuerdo con los métodos descritos
en el presente documento inhibe o reduce el crecimiento de un tumor en al menos 25%, al
menos 30%, al menos 35%, al menos 40%, al menos 45%, al menos 50%, al menos 55%, al
menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al
menos 90% o al menos 95% en relacién con el crecimiento de un tumor en un sujeto con
cancer (en algunos formas de realizacion, en el mismo modelo animal para el cancer)
administraron un control negativo, o un complejo IL-15/IL-15Ra o una molécula de
anticuerpo anti-PD-1 como agente Unico, medido utilizando ensayos bien conocidos en la
técnica.

[00177] Los ejemplos de trastornos cancerosos incluyen, pero no se limitan a, tumores
solidos, canceres hematolégicos, tumores de tejidos blandos y lesiones metastasicas. Los
ejemplos de tumores solidos incluyen malignidades, por ejemplo, sarcomas y carcinomas
(incluidos adenocarcinomas y carcinomas de células escamosas), de los diversos sistemas de
organos, como los que afectan al higado, pulmén, mama, linfoide, gastrointestinal (por
ejemplo, colon), tracto genitourinario (por ejemplo, células renales, uroteliales), préstata y
faringe. Los adenocarcinomas incluyen tumores malignos como la mayoria de los canceres de
colon, cancer de recto, carcinoma de células renales, cancer de higado, carcinoma de pulmon
de celulas no pequefias, cancer de intestino delgado y cancer de eséfago. Los carcinomas de
células escamosas incluyen tumores malignos, por ejemplo, en el pulmon, el esofago, la piel,
la region de la cabeza y el cuello, la cavidad oral, el ano y el cuello uterino. En una forma de
realizacion, el cancer es un melanoma, por ejemplo, un melanoma en estadio avanzado. Las
lesiones metastésicas de los canceres antes mencionados también se pueden tratar o prevenir
utilizando los métodos y composiciones de la invencion.

[00178] Los canceres ejemplares cuyo crecimiento se puede inhibir utilizando la
combinacion de un complejo IL-15/IL-15Ro y una molécula de anticuerpo anti—PD-1
descritos en este documento incluyen canceres que responden tipicamente a la inmunoterapia.
Los ejemplos no limitantes de canceres preferidos para el tratamiento incluyen melanoma (por
ejemplo, melanoma maligno metastasico), cancer renal (por ejemplo, carcinoma de células
claras), cancer de prdéstata (por ejemplo, adenocarcinoma de prdstata resistente a hormonas),

cancer de mama, cancer de colon y cancer de pulmoén (por ejemplo, cancer de pulmoén de
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células no pequefias). Ademas, las neoplasias malignas refractarias o recurrentes pueden
tratarse utilizando la terapia de combinacion descrita en este documento.

[00179] Los ejemplos de otros canceres que pueden tratarse incluyen cancer de hueso,
cancer de pancreas, cancer de piel, cancer de cabeza o cuello, melanoma maligno cutaneo o
intraocular, cancer de Gtero, cancer de ovario, cancer de recto, cancer de ano, gastroesofagico,
cancer de estdbmago, cancer de testiculo, cancer de Utero, carcinoma de las trompas de
Falopio, carcinoma de endometrio, carcinoma de cuello uterino, carcinoma de vagina,
carcinoma de vulva, cancer de celulas de Merkel, linfoma de Hodgkin, linfoma no Hodgkin,
cancer de esdfago, cancer del intestino delgado, cancer del sistema endocrino, cancer de la
glandula tiroides, cancer de la glandula paratiroidea, cancer de la glandula suprarrenal,
sarcoma de tejidos blandos, cancer de uretra, cancer de pene, leucemias cronicas o agudas que
incluyen leucemia mieloide aguda, leucemia mieloide cronica, leucemia linfoblastica aguda,
leucemia linfocitica cronica, tumores solidos de la infancia, linfoma linfocitico, cancer de
vejiga, mieloma multiple, sindromes mielodisplasicos, cancer de rifion o uréter, carcinoma de
pelvis renal, neoplasia del sistema nervioso central (SNC), linfoma primario del SNC,
angiogenesis tumoral, tumor del eje espinal, glioma de tronco encefalico, adenoma
hipofisario, sarcoma de Kaposi, cancer epidermoide, cancer de células escamosas, linfoma de
células T, canceres inducidos por el medio ambiente que incluyen los inducidos por asbestos
(por ejemplo, mesotelioma) y combinaciones de dichos canceres.

[00180] En una forma de realizacion especifica, el cancer es melanoma, cancer renal,
cancer de colon o cancer de prostata. En otra forma de realizacion, el cancer es metastasico.
En otras formas de realizacion, el sujeto se ha tratado previamente con un inhibidor de puntos
de control inmunoldgico (CPI), por ejemplo, anti PD-1/PD-L1 y anti CTLA-4, y ha
respondido y progresado.

[00181] La combinacion de un complejo de IL-15/IL-15Ra y una molécula de
anticuerpo anti—-PD-1 puede administrarse junto con una 0 mas terapias, por ejemplo, agentes
anticancerigenos, citocinas o agentes antihormonales, para tratar y/o controlar el cancer. Los
ejemplos no limitantes de agentes anticancerosos se describen a continuacion.

[00182] En una forma de realizacion, en el presente documento se proporciona un
método para prevenir, tratar y/o manejar trastornos en un sujeto, por ejemplo, una condicién o
trastorno hiperproliferativo (por ejemplo, un cancer) en un sujeto que incluye administrar a un
sujeto una molécula de anticuerpo anti—-PD-1. En algunas formas de realizacion, la molécula

de anticuerpo anti—PD-1 se administra mediante inyeccion (por ejemplo, por via subcutanea o
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intravenosa) a una dosis (por ejemplo, una dosis plana) de aproximadamente 200 mg a 500
mg, por ejemplo, aproximadamente 250 mg a 450 mg, aproximadamente 300 mg a 400 mg,
aproximadamente 250 mg a 350 mg, aproximadamente 350 mg a 450 mg o aproximadamente
300 mg o aproximadamente 400 mg. El programa de dosificacion (por ejemplo, un programa
de dosificacion plana) puede variar desde, por ejemplo, una vez a la semana a una vez cada 2,
3, 4,5 0 6 semanas. En una forma de realizacion, la molécula de anticuerpo anti-PD-1 se
administra a una dosis de aproximadamente 300 mg a 400 mg una vez cada tres semanas 0
una vez cada cuatro semanas. En una forma de realizacion, la molécula de anticuerpo anti—
PD-1 se administra a una dosis de aproximadamente 300 mg una vez cada tres semanas. En
una forma de realizacién, la molécula de anticuerpo anti—-PD-1 se administra a una dosis de
aproximadamente 400 mg una vez cada cuatro semanas. En una forma de realizacion, la
molécula de anticuerpo anti-PD-1 se administra a una dosis de aproximadamente 300 mg una
vez cada cuatro semanas. En una forma de realizacidn, la molécula de anticuerpo anti—PD-1
se administra a una dosis de aproximadamente 400 mg una vez cada tres semanas.

[00183] De acuerdo con los métodos descritos en este documento, el complejo IL—
15/IL-15Ra se puede administrar a un sujeto en una composicion farmacéutica. En formas de
realizacion especificas, el complejo IL-15/IL-15Ra se administra en combinacion con una o
mas de otras terapias, por ejemplo, una molécula de anticuerpo anti-PD-1. La terapia de
combinacion incluye la administracion simultanea y sucesiva de un complejo IL-15/IL-15Ra.
y una moléecula de anticuerpo anti-PD-1. Como se utiliza en este documento, se dice que el
complejo IL-15/IL-15Ra y la molécula de anticuerpo anti-PD-1 se administran
simultaneamente si se administran al paciente el mismo dia, por ejemplo, simultaneamente, o
conl, 2, 3,4,5,6, 7 u 8 horas de diferencia. Por el contrario, se dice que el complejo IL—
15/IL-15Ra y la molécula de anticuerpo anti-PD-1 se administran sucesivamente si se
administran al paciente en los diferentes dias, por ejemplo, el complejo IL-15/IL-15Ra y la
molécula de anticuerpo anti—-PD-1 se puede administrar en un intervalo de 1 dia, 2 dias o 3
dias. En los métodos descritos en el presente documento, la administracion del complejo IL—
15/IL-15Ra puede preceder o seguir a la administracion de la molécula de anticuerpo anti—
PD-1. Cuando se administran simultaneamente, el complejo IL-15/IL-15Ra y la molécula de
anticuerpo anti-PD-1 pueden estar en la misma composicion farmacéutica o0 en una
composicion farmacéutica diferente.

[00184] La combinacion de un complejo IL-15/IL-15Ra y una molécula de anticuerpo

anti-PD-1 también se puede administrar junto con radioterapia que comprende, por ejemplo,
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el uso de rayos X, rayos gamma Yy otras fuentes de radiacion para destruir las células
cancerosas. En formas de realizacidn especificas, el tratamiento con radiacion se administra
como radiacion de haz externo o teleterapia en donde la radiacion se dirige desde una fuente
remota. En otras formas de realizacion, el tratamiento con radiacion se administra como
terapia interna o braquiterapia en la que se coloca una fuente radiactiva dentro del cuerpo
cerca de las células cancerosas o una masa tumoral. También se pueden administrar un
complejo IL-15/IL-15Ra y una molécula de anticuerpo anti-PD-1 en combinacion con
quimioterapia. En una forma de realizacion, se pueden administrar un complejo IL-15/1L—
15Ra y una molécula de anticuerpo anti-PD-1 de acuerdo con los métodos descritos en el
presente documento antes, durante o después de la radioterapia o quimioterapia. En una forma
de realizacion, se puede administrar una combinacién de un complejo IL-15/IL-15Ra y una
molécula de anticuerpo anti—-PD-1 antes, durante o despueés de la cirugia.

[00185] En algunas formas de realizacion, la combinacién de un complejo IL-15/1L—
15Ra y una molécula de anticuerpo anti—-PD-1 se administra a un sujeto que padece cancer o
se le ha diagnosticado cancer. En otras formas de realizacion, la combinacién de un complejo
IL-15/IL-15Ra y una molécula de anticuerpo anti-PD-1 se administra a un sujeto
predispuesto o susceptible a desarrollar cancer.

[00186] En determinadas formas de realizacion, la combinacion de un complejo IL—
15/IL-15Ra y una molécula de anticuerpo anti—-PD—1 se administra a un sujeto que tiene de 0
a 6 meses, de 6 a 12 meses, de 1 a 5 afios, 5 a 10 afios, 10 a 15 afios, 15 a 20 afios, 20 a 25
afos, 25 a 30 afios, 30 a 35 afos, 35 a 40 afos, 40 a 45 afos , 45 a 50 afos, 50 a 55 afios, 55 a
60 afos, 60 a 65 afios, 65 a 70 afos, 70 a 75 afios, 75 a 80 afios, 80 a 85 afos, 85 a 90 afios, 90
a 95 afios 0 95 a 100 afios. En otras formas de realizacion, la combinacion de un complejo IL—
15/IL-15Ra y una molécula de anticuerpo anti-PD-1 se administra a un adulto humano. En
determinadas formas de forma de realizacion, la combinacion de un complejo IL-15/IL-15Ra
y una molécula de anticuerpo anti-PD-1 se administra a un sujeto que se ha sometido, se
someterd o se ha sometido a cirugia, quimioterapia y/o radioterapia. En algunas formas de
realizacion, la combinacion de un complejo IL-15/IL-15Ra y una molécula de anticuerpo
anti-PD-1 se administra a pacientes refractarios. En una determinada forma de realizacién, el
paciente refractario es un paciente refractario a una terapia estandar contra el cancer. En
determinadas formas de realizacion, un paciente con cancer es refractario a una terapia
cuando el cancer no se ha erradicado significativamente y/o los sintomas no se han aliviado

significativamente. La determinacion de si un paciente es refractario puede realizarse in vivo o
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in vitro mediante cualquier método conocido en la técnica para ensayar la eficacia de un
tratamiento, utilizando significados aceptados en la técnica de "refractario™ en tal contexto. En
varias formas de realizacion, un paciente con cancer es refractario cuando un tumor canceroso
no ha disminuido o aumentado.

[00187] Se utilizan otros métodos de la invencion para tratar pacientes que han estado
expuestos a toxinas o patégenos particulares. Por consiguiente, otro aspecto de la invencion
proporciona un método para tratar una enfermedad infecciosa en un sujeto que comprende
administrar al sujeto una combinacion como se describe en el presente documento, por
ejemplo, una combinacion que incluye un complejo IL-15/IL-15Ra y una molécula de
anticuerpo anti-PD-1, de manera que el sujeto sea tratado por la enfermedad infecciosa.
[00188] En el tratamiento de la infeccién (por ejemplo, aguda y/o cronica), la
administracion de la combinacién de un complejo IL-15/IL-15Ra y una molécula de
anticuerpo anti-PD-1 se puede combinar con tratamientos convencionales ademas de o en
lugar de estimular las defensas inmunitarias naturales del huésped frente a la infeccion. Las
defensas inmunitarias naturales del huésped contra la infeccion incluyen, entre otras,
inflamacién, fiebre, defensa del huésped mediada por anticuerpos, defensas del huésped
mediadas por linfocitos T, incluida la secrecién de linfocinas y células T citotoxicas
(especialmente durante una infeccion viral), lisis mediada por complemento y opsonizacion
(fagocitosis facilitada) y fagocitosis. La capacidad de las moléculas de anticuerpo anti—PD-1
para reactivar las células T disfuncionales seria util para tratar infecciones cronicas, en
particular aquellas en las que la inmunidad mediada por células es importante para la
recuperacion completa.

[00189] El bloqueo de PD-1 mediado por anticuerpos puede actuar como un adyuvante
para la administracion del complejo IL-15/IL-15Ra o en combinacion con un complejo IL—
15/IL-15Ra y/o vacunas, para estimular la respuesta inmune a patdgenos, toxinas y
autoantigenos. Los ejemplos de patdgenos para los que este enfoque terapéutico puede ser
particularmente til incluyen patgenos para los que actualmente no existe una vacuna eficaz,
0 patdgenos para los que las vacunas convencionales son menos que completamente eficaces.
Estos incluyen, pero no se limitan a VIH, Hepatitis (A, B y C), Influenza, Herpes, Giardia,
Malaria, Leishmania, Staphylococcus aureus, Pseudomonas Aeruginosa. La estimulacién del
sistema inmunoldgico por los complejos IL-15/IL-15Ra y el bloqueo de PD-1 es
particularmente Gtil contra infecciones establecidas por agentes como el VIH que presentan

antigenos alterados durante el curso de las infecciones. Estos nuevos epitopos se reconocen
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como extrafios en el momento del tratamiento, provocando asi una fuerte respuesta de células
T que no se ve atenuada por sefiales negativas a través de PD-1, por ejemplo.

[00190] Otras terapias que se pueden utilizar en combinacién con un complejo IL—
15/IL-15Ra y una molécula de anticuerpo anti—PD-1, para la prevencion, el tratamiento y/o
el manejo de una enfermedad, por ejemplo, cancer, enfermedad infecciosa, linfopenia,
inmunodeficiencia y heridas, incluyen, pero no se limitan a, moléculas pequefias, farmacos
sintéticos, péptidos (incluidos péptidos ciclicos), polipéptidos, proteinas, acidos nucleicos (por
ejemplo, nucledtidos de ADN y ARN que incluyen, pero no se limitan a, secuencias de
nucleodtidos antisentido , triples hélices, ARNi y secuencias de nucleétidos que codifican
proteinas, polipéptidos o péptidos bioldgicamente activos), anticuerpos, moléculas
inorganicas sintéticas o naturales, agentes miméticos y moléculas organicas sintéticas o
naturales. Ejemplos especificos de tales terapias incluyen, pero no se limitan a, agentes
inmunomoduladores (por ejemplo, interferon), agentes antiinflamatorios (por ejemplo,
adrenocorticoides, corticosteroides (por ejemplo, beclometasona, budesonida, flunisolida,
fluticasona, triamcinolona, metilprednisolona, prednisolona, prednisona, hidrocortisona),
glucocorticoides, esteroides y farmacos antiinflamatorios no esteroides (por ejemplo, aspirina,
ibuprofeno, diclofenac e inhibidores de COX-2), analgésicos, antagonistas de leucotrienos
(por ejemplo, montelukast, metilxantinas, zafirlukast y zileuton), beta2—agonistas (por
ejemplo, albuterol, biterol, fenoterol, isoetharie, metaproterenol, pirbuterol, salbutamol,
terbutalina formoterol, salmeterol y salbutamol terbutalina), agentes anticolinérgicos (por
ejemplo, bromuro de ipratropio y bromuro de oxitropio), sulfasalazina, penicilamina, dapsona,
antihistaminas, agentes antipalidicos (por ejemplo, hidroxicloroquina), agentes antivirales
(por ejemplo, anélogos de nucledsidos (por ejemplo, zidovudina, aciclovir, ganciclovir,
vidarabina, idoxuridina, trifluridina y ribavirina), foscarnet, amantadina, rimantadina,
saquinavir, indinavir, ritonavir y AZT) y antibidticos (por ejemplo, dactinomicina (antes
actinomicina), bleomicina, eritromicina, penicilina, antramicina (AMC)).

[00191] Cualquier terapia que se sepa que es Util, o que se ha utilizado o se esta
utilizando actualmente para la prevencion, el manejo y/o el tratamiento de una enfermedad
que se ve afectada por la funcion/sefializacion de IL-15 y/o la modulacion del punto de
control inmunoldgico, se puede utilizar en combinacidn con una terapia de combinacion de un
complejo IL-15/11-15Ro. y una molécula de anticuerpo anti-PD-1. Véase, por ejemplo,
Gilman et al., Goodman and Gilman's: The Pharmacological Basis of Therapeutics, 10th ed.,
McGraw—Hill, New York, 2001; The Merck Manual of Diagnosis and Therapy, Berkow,
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M.D. et al. (eds.), 17th Ed., Merck Sharp & Dohme Research Laboratories, Rahway, NJ,
1999; Cecil Textbook of Medicine, 20th Ed., Bennett and Plum (eds.), W.B. Saunders,
Philadelphia, 1996, and Physicians’ Desk Reference (66th ed. 2012) para obtener informacion
sobre terapias (por ejemplo, agentes profilacticos o terapéuticos) que se han utilizado o se
estan utilizando actualmente para prevenir, tratar y/o controlar enfermedades o trastornos, por
ejemplo, cancer, enfermedades infecciosas, linfopenia, inmunodeficiencia y heridas.

[00192] Los ejemplos no limitantes de una o mas terapias que se pueden utilizar
ademas de una terapia de combinacion de un complejo de IL-15/IL-15Ro y una molécula de
anticuerpo anti—PD-1 incluyen agentes inmunomoduladores, tales como pero no limitados a,
agentes quimioterapéuticos y agentes inmunomoduladores no quimioterapéuticos. Los
ejemplos no limitantes de agentes quimioterapéuticos incluyen metotrexato, ciclosporina A,
leflunomida, cisplatino, ifosfamida, taxanos tales como taxol y paclitaxol, inhibidores de la
topoisomerasa | (por ejemplo, CPT 11, topotecan, 9 AC y GG 211), gemcitabina, vinorelbina,
oxaliplatino, 5-fluoruracilo (5-FU), leucovorina, vinorelbina, temodal, citocalasina B,
gramicidina D, emetina, mitomicina, etoposido, tenoposido, vincristina, vinblastina,
colchicina, doxorrubicina, daunorrubicina, dihidroxi antracina diona, mitoxantrona,
mitramicina, actinomicina D, 1-deshidrotestosterona, glucocorticoides, procaina, tetracaina,
lidocaina, propranolol y homdlogos de puromicina, y citoxano.

[00193] Actividad Bioldgica

[00194] En un aspecto, el complejo IL-15/IL-15Ra y/o la molécula de anticuerpo anti—
PD-1 aumenta una respuesta inmune que puede ser, por ejemplo, una respuesta de
anticuerpos (respuesta humoral) o una respuesta inmune celular, por ejemplo, secreciéon de
citocinas (por ejemplo, interferbn—gamma), actividad auxiliar o citotoxicidad celular. En una
forma de realizacion, el aumento de la respuesta inmune es un aumento de la secrecion de
citocinas, produccion de anticuerpos, funcion efectora, proliferacion de células T y/o
proliferacion de células NK. Varios ensayos para medir tales actividades son bien conocidos
en la técnica e incluyen ensayos de inmunoabsorcion ligados a enzimas (ELISA; véase, por
ejemplo, en la Seccion 2.1 de Current Protocols in Immunology, Coligan et al. (eds.), John
Wiley and Sons, Inc. 1997), un ensayo de "tincion de tetrdmero™ para identificar células T
especificas de antigeno (véase Altman et al., (1996), Science 274: 94-96), un ensayo de
cultivo mixto de linfocitos objetivo (véase, por ejemplo, en Palladino et al., (1987), Cancer

Res. 47:5074-5079) y un ensayo ELISPOT que se puede utilizar para medir la liberacion de
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citocinas in vitro (véase, por ejemplo, Scheibenbogen et al., (1997), Int. J. Cancer 71:932—
936).

[00195] En algunos aspectos, la respuesta inmune inducida o mejorada por una
combinacion de un complejo IL-15/IL-15Ra y una molécula de anticuerpo anti—-PD-1 se
mejora 0 aumenta en al menos 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9
veces, 10 veces, 11 veces 0 12 veces en relacion con una respuesta inmune provocada por un
control negativo, o por un complejo IL-15/IL-15Ra o una molécula de anticuerpo anti—PD-1
administrada como un solo agente, segun se analiza mediante cualquier método conocido en
la técnica. En ciertas formas de realizacion, la respuesta inmune inducida por la combinacion
de un complejo IL-15/IL-15Ra y una molécula de anticuerpo anti—-PD-1 se mejora al menos
0,5-2 veces, al menos 2-5 veces, al menos 5-10 veces, al menos 10-50 veces, al menos 50—
100 veces, al menos 100-200 veces, al menos 200-300 veces, al menos 300—400 veces o al
menos 400-500 veces en relacidn con la respuesta inmune inducida por un control negativo
segun se evalua mediante cualquier método conocido en la técnica. En formas de realizacion
especificas, el ensayo utilizado para evaluar la respuesta inmune mide el nivel de produccion
de anticuerpos, produccién de citocinas o citotoxicidad celular, y tales ensayos son bien
conocidos en la técnica. En algunas formas de realizacion, el ensayo utilizado para medir la
respuesta inmune es un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA) que determina
niveles de anticuerpos o citocinas, un ensayo ELISPOT que determina la liberacion de
citocinas o un ensayo de liberacion de [?*Cr] que determina la citotoxicidad celular.

[00196] En una forma de realizacion especifica, la combinacion de un complejo IL—
15/IL-15Ra y una molécula de anticuerpo anti-PD-1 aumenta la expresion de IL-2 en sangre
completa activada por enterotoxina B estafilocdcica (SEB). Por ejemplo, el complejo IL—
15/IL-15Ra y una molécula de anticuerpo anti-PD—-1 aumentan la expresion de IL-2 en al
menos aproximadamente 2, 3, 4 0 5 veces, en comparacion con la expresion de IL-2 cuando
se utiliza solo un complejo IL-15/IL-15Ra, la molécula de anticuerpo anti-PD—1 0 un control
de isotipo (por ejemplo, 1gG4). El efecto aditivo o sinérgico fue més pronunciado cuando el
complejo IL-15/IL-15Ra se administré el mismo dia que el anticuerpo anti—-PD-1, en lugar
de cuando se administro el complejo IL-15/IL-15Ra 72 horas después administracion de la
molécula de anticuerpo anti—-PD-1.

[00197] En una forma de realizacion, la proliferacion o viabilidad de las células
cancerosas en contacto con una combinacion de un complejo IL-15/IL-15Ra y una molécula

de anticuerpo anti-PD-1 se inhibe o reduce al menos 2 veces, de modo preferente al menos
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2,5 veces, al menos 3 veces, al menos 4 veces, al menos 5 veces, al menos 7 veces o al menos
10 veces en relacion con la proliferacion de las células cancerosas cuando se ponen en
contacto con un control negativo o un complejo IL-15/IL—15Ra 0 una molécula de anticuerpo
anti-PD-1 como agente unico, medido utilizando ensayos bien conocidos en la técnica, por
ejemplo, ensayos de proliferacion celular utilizando CSFE, BrdU y la incorporacion de
timidina radiactiva. Alternativamente, la viabilidad celular puede medirse mediante ensayos
que miden la lactato deshidrogenasa (LDH), una enzima citosolica estable que se libera tras la
lisis celular, o mediante la liberacion de [°*Cr] tras la lisis celular. En otra forma de
realizacion, la proliferacion de células cancerosas en contacto con una combinacion de un
complejo IL-15/IL-15Ra y una molécula de anticuerpo anti—-PD-1 se inhibe o reduce en al
menos un 25%, al menos un 30%, al menos 35 %, al menos 40%, al menos 45%, al menos
50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos
80%, al menos 85 %, al menos 90% o al menos 95% en relacion con las células cancerosas en
contacto con un control negativo o un complejo IL-15/IL-15Ra o una molécula de anticuerpo
anti-PD-1 como agente unico, medido utilizando ensayos bien conocidos en la técnica, por
ejemplo, ensayos de proliferacion celular que utilizan CSFE, BrdU y la incorporacion de
timidina radiactiva.

[00198] Las lineas de células cancerosas en las que se pueden realizar tales ensayos son
bien conocidas por los expertos en la técnica. Los ensayos de necrosis, apoptosis y
proliferacion también se pueden realizar en células primarias, por ejemplo, un explante de
tejido.

[00199] En una forma de realizacion, las células necréticas se miden por la capacidad o
incapacidad de la célula para absorber un tinte tal como rojo neutro, azul tripan o azul
ALAMARTM (Page et al., (1993), Intl. J. of Oncology 3: 473-476). En tal ensayo, las células
se incuban en un medio que contiene el tinte, las células se lavan y el tinte restante, que refleja
la captacion celular del tinte, se mide espectrofotométricamente. En otra forma de realizacion,
el colorante es sulforrodamina B (SRB), cuya unién a proteinas se puede utilizar como
medida de citotoxicidad (Skehan et al., (1990), J. Natl Cancer Inst. 82: 1107-12). En incluso
otra forma de realizacién, se utiliza una sal de tetrazolio, tal como MTT, en un ensayo
colorimétrico cuantitativo para la supervivencia y proliferacion de células de mamiferos
mediante la deteccion de células vivas, pero no muertas (véase, por ejemplo, Mosmann,
(1983), J. Immunol. Métodos 65: 55-63).
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[00200] En otras formas de realizacion, las células apoptoticas se miden tanto en el
compartimento unido como en el "flotante” de los cultivos. Ambos compartimentos se
recogen eliminando el sobrenadante, tripsinizando las células unidas y combinando ambas
preparaciones tras una etapa de lavado por centrifugacion (10 minutos, 2000 rpm). El
protocolo para tratar cultivos de células tumorales con sulindac y compuestos relacionados
para obtener una cantidad significativa de apoptosis se ha descrito en la bibliografia (véase,
por ejemplo, Piazza et al., (1995) Cancer Research 55: 3110-16). Las caracteristicas de este
método incluyen la recoleccion de células flotantes y adheridas, la identificacion de los
tiempos de tratamiento 6ptimos y el rango de dosis para observar la apoptosis y la
identificacion de las condiciones dptimas de cultivo celular. En otra forma de realizacion, la
apoptosis se cuantifica midiendo la fragmentacién del ADN. Se encuentran disponibles
métodos fotométricos comerciales para la determinacion cuantitativa in vitro de la
fragmentacion del ADN. Ejemplos de tales ensayos, incluido TUNEL (que detecta la
incorporacion de nucleo6tidos marcados en ADN fragmentado) y ensayos basados en ELISA,
se describen en Biochemica, (1999), no. 2, pags. 34-37 (Roche Molecular Biochemicals). En
incluso otra forma de realizacion, la apoptosis se puede observar morfoldgicamente.

[00201] Los detalles de una o méas formas de realizacion de la descripcion se establecen
en la descripcion adjunta anterior. Aunque se puede utilizar cualquier método y material
similar o equivalente a los descritos en el presente documento en la practica o ensayo de la
presente divulgacion, ahora se describen los métodos y materiales preferidos. Otras
caracteristicas, objetivos y ventajas de la divulgacion seran evidentes a partir de la descripcion
y de las reivindicaciones. En la memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, las
formas singulares incluyen referentes en plural a menos que el contexto indique claramente lo
contrario. A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos
utilizados en este documento tienen el mismo significado que el cominmente entendido por
un experto en la técnica a la que pertenece esta descripcion. Todas las patentes y
publicaciones citadas en esta momoria descriptiva se incorporan como referencia segin
corresponda, a menos que se indique lo contrario. Los siguientes ejemplos se presentan para
ilustrar mas completamente las formas de realizacion preferidas de la divulgacion. Estos
ejemplos no deben interpretarse de ninguna manera como limitantes del alcance del objetivo

divulgado, que se define por las reivindicaciones adjuntas.
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[00202]
[00203]

Formas de Realizacion Especificas, Citas y Referencias.

La presente invencion no debe limitarse en alcance a las formas de realizacion
especificas descritas en el presente documento. De hecho, varias modificaciones de la
invencion ademas de las descritas en el presente documento resultardn evidentes para los
expertos en la técnica a partir de la descripcion anterior y las figuras adjuntas. Se pretende que
tales modificaciones caigan dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.

[00204] En el presente documento se citan varias referencias, incluidas solicitudes de

patente, patentes y publicaciones cientificas; la descripcion de cada una de dichas referencias

se incorpora en el presente documento como referencia en su totalidad.

[00205]

Tabla 2 — Tabla de Secuencia

SE
Q
ID
NO

Descripcion

Secuencia

Secuencias relacionadas

con IL-15

para codon de
IL-15

1 IL-15 humana | MRISKPHLRSISIQCYLCLLLNSHFLTEAGIHVFILGCFSAGLPKTEANWVN
(con  peptido | VISDLKKIEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVTAMKCFLLELQVISLESGD
sefial) ASIHDTVENLIILANNSLSSNGNVTESGCKECEELEEKNIKEFLQSFVHIVQ
MFINTS
2 ADN de IL-15 | atgagaattt cgaaaccaca tttgagaagt atttccatcc agtgctactt gtgtttactt ctaaacagtc attttctaac
humano  (con | tgaagctggc attcatgtct
péptido sefial) | catttggq ctgtttcagt gcagggcttc ctaaaacaga agccaactgg
gtgaatgtaa taagtgattt gaaaaaaatt gaagatctta ttcaatctat gcatattgat gctactttat atacggaaag
tgatgttcac cccagttgca aagtaacagc aatgaagtgc tttctcttgg agttacaagt tatttcactt
gagtccggag atgcaagtat tcatgataca gtagaaaatc tgatcatcct agcaaacaac agtttgtctt
ctaatgggaa tgtaacagaa tctggatgca aagaatgtga ggaactggag gaaaaaaata ttaaagaatt
tttgcagagt tttgtacata ttgtccaaat gttcatcaac acttcttga
3 IL-15 humana | atgtggctcc agagcctgct actcctgggg acggtggect gcageatctc  gaactgggtg  aacgtgatct
con péptido | cggacctgaa gaagatcgag gacctcatcc agtcgatgca catcgacgcg acgctgtaca cggagtcgga
sefial GMCSF | cgtccacccg tcgtgcaagg tcacggegat gaagtgcttc  ctcctggage  tccaagtcat  ctcgetcgag
tcgggggacg cgtcgatcca cgacacggtg gagaacctga tcatcctggc gaacaactcg  ctgtcgtcga
acgggaacgt cacggagtcg
ggctgcaagg agtgcgagga gctggaggag aagaacatca aggagttcct geagtegttc  gtgcacatcg
tccagatgtt catcaacacqg tcgtga
4 ADN cctggcecatt gcatacgttg tatccatatc ataatatgta catttatatt ggctcatgtc caacattacc gccatgttga
optimizado

cattgattat tgactagtta ttaatagtaa tcaattacgg ggtcattagt tcatagccca tatatggagt tccgegttac
ataacttacg gtaaatggcc cgectggcety accgeccaac gacceecgec cattgacgte aataatgacy tatgttceca
tagtaacgcc aatagggact ttccattgac gtcaatgggt ggagtattta cggtaaactg

cceacttgge agtacatcaa gtgtatcata tgccaagtac gecccctatt gacgtcaatg atggtaaatg geccgectgg
cattatgccc agtacatgac cttatgggac tttcctactt ggcagtacat ctacgtatta gtcatcgcta ttaccatggt
gatgcgottt tggcagtaca tcaatgggeg tggatagegg tttgactcac ggggatttce aagtctccac cecattgacg
tcaatgggag tttgttttgg caccaaaatc aacgggactt tccaaaatgt cgtaacaact
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ccgeeccatt  gacgcaaaty  ggcggtagge  gtgtacggty  ggaggtctat  ataagcagag  ctcgtttagt
gaaccgtcag atcgcctgga gacgccatce  acgctgtttt gacctccata gaagacaccg  ggaccgatce
agcctccgey  ggegegegtc  gacaagaaat geggatctcg  aagecgeace  tgeggtcgat  atcgatccag
tgctacctgt gectgetect gaactcgeac ttectcacgg aggecggtat acacgtctte atcctgggct gettetegge
ggggctgeey

aagacggagg cgaactgggt gaacgtgatc tcggacctga agaagatcga ggacctcatc cagtcgatgce
acatcgacgc gacgctgtac acggagtcgg acgtccaccc gtcgtgcaag gtcacggega  tgaagtgctt
cctectggag  ctccaagtca tctcgetcga  gtcgggggac  gegtcgatce  acgacacggt  ggagaacctg
atcatcctgg cgaacaactc gctgtcgtcg aacgggaacg tcacggagtc gggctgcaag gagtgcgagg
agctggagga gaagaacatc

aaggagttcc tgcagtcgtt cgtgcacatc gtccagatgt tcatcaacac gtcgtgaggg cccggegege cgaattegeg
gatatcggtt aacggatcca gatctgetgt gecttctagt tgecagecat ctgttgtttg cccctcecee gtgecttect
tgaccctgga aggtgecact cccactgtee tttcctaata aaatgaggaa attgcatcge attgtctgag taggtgtcat
tctattctgg ggggtggggt ggggcaggac agcaaggggg aggattggga agacaatage

aggcatgcty gggatgcggt gggctctaty ggtacccagg tgctgaagaa  ttgacccggt  tectcctggg
ccagaaagaa gcaggcacat ccccttctct gtgacacace ctgtccacge cectggttct tagttccage cccactcata
ggacactcat agctcaggag ggeteegect tcaatcccac ccgctaaagt acttggageg gtctcteect cectcatcag

cccaccaaac caaacctage ctccaagagt gggaagaaat taaagcaaga taggctatta agtgcagagg

gagagaaaat gectccaaca tgtgaggaag taatgagaga aatcata

Aminoacido
optimizado con
codén IL-15

MRISKPHLRSISIQCYLCLLLNSHFLTEAGIHVFILGCFSAGLPKTEANWVNVIS
DLKKIEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVTAMKCFLLELQVISLESGDASIHD
TVENLIILANNSLSSNGNVTESGCKECEELEEKNIKEFLQSFVHIVQMFINTS

IL-15Ra
humana con
péptido sefal

MAPRRARGCRTLGLPALLLLLLLRPPATRGITCPPPMSVEHADIWVKSYSLYSR
ERYICNSGFKRKAGTSSLTECVLNKATNVAHWTTPSLKCIRDPALVHQRPAPPS
TVTTAGVTPQPESLSPSGKEPAASSPSSNNTAATTAAIVPGSQLMPSKSPSTGT
TEISSHESSHGTPSQTTAKNWELTASASHQPPGVYPQGHSDTTVAISTSTVLLC
GLSAVSLLACYLKSRQTPPLASVEMEAMEALPVTWGTSSRDEDLENCSHHL

IL-15Rq MAPRRARGCRTLGLPALLLLLLLRPPATRGITCPPPMSVEHADIWVKSYSLYSR

f:g'n”b'e ';Lég‘t?gg ERYICNSGFKRKAGTSSLTECVLNKATNVAHWTTPSLKCIRDPALVHQRPAPPS

sefial TVTTAGVTPQPESLSPSGKEPAASSPSSNNTAATTAAIVPGSQLMPSKSPSTGT
TEISSHESSHGTPSQTTAKNWEL TASASHQPPGVYPQG

IL-15Ra atggcceccgce  ggcgogcgcedg  cggctgecogg  accctcggtc  tcecggeqgcet  gcetactgetg  ctgctgcetee

humana  con

ADN de ggccgccggc gacgcggggc atcacgtgcc ctccccccat gtccgtggaa cacgcagaca tctgggtcaa

péptido sefal

gagctacagc ttgtactcca gggagcggta catttgtaac tctggtttca agcgtaaagc  cggcacgtce
agcctgacgg  agtgegtgtt gaacaaggec acgaatgtcg cccactggac aacccccagt ctcaaatgea
ttagagaccc tgccctggtt

caccaaaggc cagcgccace ctccacagta acgacggcag gggtgaccce acagecagag agcectcteee
cttctggaaa agagcccgca gettcatctc ccagctcaaa caacacageg gccacaacag cagctattgt

cccgggetee  cagetgatge  cttcaaaatc accttccaca ggaaccacag agataagcag tcatgagtce
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tcccacggca ccccctetca gacaacagec aagaactggg aactcacage atccgectce caccagecgce
caggtgtgta tccacagggc

cacagcgaca ccactgtggc tatctccacg tccactgtec tgetgtgtgg getgagegcet gtgtetetee tggeatgeta
cctcaagtca aggcaaactc ccccgetgge cagegttgaa atggaageca tggaggetct  gecggtgact

tgggggacca gcagcagaga tgaagacttg gaaaactgct ctcaccacct

atga
9 IL-15Ra atggccccgce  ggcggacdcd  cggetgecgg  accctcggtc  tccecggcegcet  gctactgetg  ctgetgetec
z(())lnublz\glf\lmagg ggccgeegge gacgegggge  atcacgtgec  ctcececcat gtccgtggaa cacgeagaca  tctgggtcaa
péptido sefial gagctacagc ttgtactcca gggagcggta catttgtaac  tctggttica agegtaaagc  cggeacgtce
agcctgacgg  agtgegtgtt gaacaaggcec acgaatgtcg cccactggac aacccccagt ctcaaatgca
ttagagaccc tgccctggtt
caccaaaggc cagegecace ctccacagta acgacggcag gggtgaccce acagecagag agectcteee
cttctggaaa agagcccgea  gettcatctc ccagctcaaa caacacageg gecacaacag cagctattgt
ccegggetee  cagetgatge  cttcaaaatc accttccaca ggaaccacag agataagcag  tcatgagtce
tcccacggea cccectctca gacaacagec aagaactggg aactcacage atccgectce caccagecge
caggtgtgta tccacaggge
10 | IL-15Ra ITCPPPMSVEHADIWVKSYSLYSRERYICNSGFKRKAGTSSLTECVLNKATNVA
Etoe'r”ng:f];cma“a HWTTPSLKCIRDPALVHQRPAPPSTVTTAGVTPQPESLSPSGKEPAASSPSSNN
PQG) TAATTAAIVPGSQLMPSKSPSTGTTEISSHESSHGTPSQTTAKNWELTASASHQ
PPGVYPQG
11 ADN cctggecatt gcatacgttg tatccatatc ataatatgta catttatatt ggctcatgtc caacattacc gccatgttga
ggggizado ICE? cattgattat tgactagtta ttaatagtaa tcaattacgg ggtcattagt tcatagccca tatatggagt tccgegttac
15Ra ataacttacg gtaaatggcc cgectggetg accgeccaac gacceeegee cattgacgtc aataatgacg tatgttecca

tagtaacgcc aatagggact ttccattgac gtcaatgggt ggagtattta cggtaaactg
cceacttgge agtacatcaa gtgtatcata tgccaagtac gecccctatt gacgtcaatg atggtaaatg geccgectgg
cattatgccc agtacatgac cttatgggac tttcctactt ggcagtacat ctacgtatta gtcatcgcta ttaccatggt
gatgcggttt tggcagtaca tcaatgggeg tggatagegg tttgactcac ggggatttce aagtctccac cecattgacg
tcaatgggag tttgttttgg caccaaaatc aacgggactt tccaaaatgt cgtaacaact

gacgcaaaty ggcggtaggc gtgtacggty  ggaggtctat
gaaccgtcag atcgcctgga gacgccatce  acgctgtttt gacctccata gaagacaccg  ggaccgatce

ccgecccatt ataagcagag ctcgtttagt

agcctccgey  ggegegegte  gacgetagca agaaatggec  ccgaggeggg cgcgaggetg  ccggacccte

ggtctccegy  cgetgetact  getectgetg  ctccggecge  cggegacgeg  gggeatcacy  tgeccgecce
ccatgtccgt ggagcacgca
gacatctggg tcaagagcta cagcttgtac tcccgggage  ggtacatcty  caactcgggt  ttcaagegga

aggccggeac gtccagectg acggagtgcg tgttgaacaa ggccacgaat gtcgeccact ggacgaccec

ctcgctcaag tgcatccgeg  acccggecct  ggttcaccag  cggeccgege  caccctccac  cgtaacgacy
gcgggggtga ccccgeagee  ggagagecte teccegtcgg  gaaaggagec  cgecgegtcg  tcgeccaget
cgaacaacac ggcggecaca

actgcagcga tcgtcccggg cteccagetg  atgecgtcga  agtcgecgtc  cacgggaace  acggagatca

gcagtcatga gtcctcccac ggcaccccct cgcaaacgac ggccaagaac  tgggaactca  cggegteege
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ctcccaccag ccgecggggy tgtatccgca  aggecacage gacaccacgg tggcgatctc  cacgtccacq
gtcctgetgt  gtgggetgag  cgeggtgtcy  ctcctggegt  gotacctcaa  gtcgaggeag  actcccccgc
tggccagegt tgagatggag

gccatggagg ctctgecggt gacgtggggg  accagcagca  gggatgagga cttggagaac  tgetcgeacc
acctataatg agaattcgat ccagatctgc tgtgccttct agttgccage catctgttgt ttgeccctce cccgtgectt
ccttgaccct ggaaggtgec actcccactg tectttccta ataaaatgag gaaattgcat cgcattgtct gagtaggtgt
cattctattc tggggggtgg ggtggggceag gacagcaagg gggaggatty ggaagacaat agcaggeatg
ctggggatgc  ggtgggetct atgggtaccc aggtgctgaa gaattgacce  ggttcctcct  gggccagaaa
gaagcaggca catcccctte tctgtgacac accctgtcca cgeeectggt tettagttce agecccactc ataggacact
catagctcag gagggctecg ccttcaatce caccegcetaa agtacttgga geggtetete ccteectcat cageccacca
aaccaaacct agcctccaag agtgggaaga aattaaagca agataggcta ttaagtgcag agggagagaa

aatgcctcca acatgtgagg aagtaatgag agaaatcata

12 | Aminoacido | MAPRRARGCRTLGLPALLLLLLLRPPATRGITCPPPMSVEHADIWVKSYSLYSR
223;‘:2“0 I | ERYICNSGFKRKAGTSSLTECVLNKATNVAHWTTPSLKCIRDPALVHQRPAPPS
15Ra TVTTAGVTPQPESLSPSGKEPAASSPSSNNTAATTAAIVPGSQLMPSKSPSTGT

TEISSHESSHGTPSQTTAKNWEL TASASHQPPGVYPQGHSDTTVAISTSTVLLC
GLSAVSLLACYLKSRQTPPLASVEMEAMEALPVTWGTSSRDEDLENCSHHL

13 ADN cctggccatt gcatacgttg tatccatatc ataatatgta catttatatt ggctcatgtc caacattacc gccatgttga
2géigr‘]izad%|\°ﬂ°\'} cattgattat tgactagita ttaatagtaa tcaattacgg ggtcattagt tcatagccca tatatggagt tccgegttac
IL-15Ra ataacttacg gtaaatggcc cgectggetg accgeccaac gacceeegee cattgacgte aataatgacy tatgttecca

tagtaacgcc aatagggact ttccattgac gtcaatgggt ggagtattta cggtaaactg

cceacttgge agtacatcaa gtgtatcata tgccaagtac gecccctatt gacgtcaatg atggtaaatg geccgectgg
cattatgccc agtacatgac cttatgggac tttcctactt ggcagtacat ctacgtatta gtcatcgcta ttaccatggt
gatgcgottt tggcagtaca tcaatgggeg tggatagegg tttgactcac ggggatttce aagtctccac cecattgacg
tcaatgggag tttgttttgg caccaaaatc aacgggactt tccaaaatgt cgtaacaact

ccgceecatt  gacgcaaaty  ggcggtagge  gtgtacggty  ggaggtctat ataagcagag  ctcgtttagt
gaaccgtcag atcgcctgga gacgccatce  acgctgtttt gacctccata gaagacaccg ggaccgatce
agcctccgey  ggegegegtc  gacgetagca agaaatggec  ccgaggeggg  cgcgaggetg  ccggacccte
ggtctccegg  cgetgetact  getcctgetg  ctccggecge  cggegacgeg  gggeatcacg  tgeccgecce
ccatgtccgt ggagcacgca

gacatctggg tcaagagcta cagcttgtac tcccgggage  ggtacatcty  caactcgggt  ttcaagegga
aggccggeac gtccagectg acggagtgcy tgttgaacaa ggccacgaat gtcgeccact ggacgacccc
ctcgctcaag  tgcatccgeg  acccggecct ggttcaccag  cggeccgege  caccctccac  cgtaacgacg
gcgggggtga cccecgeagee  ggagagectc  tccccgtcgg  gaaaggagec  cgecgegtcg tcgeccagct
cgaacaacac ggcggcecaca

actgcagcga tcgtcccggg ctcccagety  atgecgtcga  agtcgecgtc  cacgggaacc  acggagatca
gcagtcatga gtcctcccac ggcaccccct cgcaaacgac ggccaagaac tgggaactca  cggegtecge
ctcccaccag ccgecggggg  tgtatccgea  aggecacage  gacaccacgt aatgagaatt  cgeggatatc

gottaacgga tccagatctg ctgtgecttc tagttgccag ccatctgttg tttgceecte cceegtgect tecttgacce
tggaaggtgc
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cactcccact gtectttcct aataaaatga ggaaattgca tcgcattgtc tgagtaggtg tcattctatt ctgggggotg
gggtggggca ggacagcaag ggggaggatt gggaagacaa tagcaggeat getggggatg cggtgggete
tatgggtacc caggtgctga agaattgace cggttectee tgggecagaa agaageagge acatcecctt ctetgtgaca
caccctgtce acgeeectgg ttettagttc cagecccact cataggacac tcatagetca ggagggcetee

gecttcaatc ccaccegcta aagtacttgg ageggtetet cecteectea tcageecace aaaccaaacc tagectccaa
gagtgggaag aaattaaagc aagataggct attaagtgca gagggagaga aaatgcctcc aacatgtgag
gaagtaatga gagaaatcat a

14

Aminoacido
optimizado con
codon CMV
IL-15Ra

MAPRRARGCRTLGLPALLLLLLLRPPATRGITCPPPMSVEHADIWVKSYSLYSR
ERYICNSGFKRKAGTSSLTECVLNKATNVAHWTTPSLKCIRDPALVHQRPAPPS
TVTTAGVTPQPESLSPSGKEPAASSPSSNNTAATTAAIVPGSQLMPSKSPSTGT
TEISSHESSHGTPSQTTAKNWELTASASHQPPGVYPQGHSDTT

15

C—-terminal de
IL-15Ra

humana soluble

PQGHSDTT

16

C-terminal de
IL-15Ra

humana soluble

PQGHSDT

17

C—terminal de
IL-15Ra

humana soluble

PQGHSD

18

C—terminal de
IL-15Ra

humana soluble

PQGHS

19

C-terminal de
IL-15Ra

humana soluble

PQGH

20

C—terminal de
IL-15Ra

humana soluble

PQG

21

IL-15Ra
soluble humana

ITCPPPMSVEHADIWVKSYSLYSRERYICNSGFKRKAGTSSLTECVLNKATN
VAHWTTPSLKCIRDPALVHQRPAPPSTVTTAGVTPQPESLSPSGKEPAASSP
SSNNTAATTAAIVPGSQLMPSKSPSTGTTEISSHESSHGTPSQTTAKNWELT
ASASHQPPGVYPQGHSDTT

22

IL-15Ra  O-
glicosilacién

NWELTASASHQPPGVYPQG

23

IL-15Ra  N-
glicosilacion

ITCPPPMSVEHADIWVK

24

IL-15Ra  N-
glicosilacién

ITCPPPMSVEHADIWVKSYSLYSRERYICNS

25

Sitio
de escision de

RXXR
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proteasa
heterdloga de
IL-15Ra
reconocido por
la proteasa
furina
Xaa =
cualquier
aminoacido
26 | Sitio de | XXPRXX
escision de
proteasa
heterdloga de
IL-15Rq
12 Xaa =
aminoacidos
hidrofobicos
56 Xaa =
aminoacidos no
acidos
27 |proteina  de | MAPRRARGCRTLGLPALLLLLLLRPPATRGITCPPPMSVEHADIWVKSYSLYS
Zfﬁf{‘sé':fgfa RERYICNSGFKRKAGTSSLTECVLNKATNVAHWTTPSLKCIRDPALVHQRPAP
Fc PSTVTTAGVTPQPESLSPSGKEPAASSPSSNNTAATTAAIVPGSQLMPSKSPS
EELLlESRaZOE TGTTEISSHESSHGTPSQTTAKNWELTASASHQPPGVYPQGHSDTTPKSCDKT
HTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA
LP
APIEKTISKAKGQPREPQVY TLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNH
YTQKSLSLSPGK
28 | proteina  de | MAPRRARGCRTLGLPALLLLLLLRPPATRGITCPPPMSVEHADIWVKSYSLYS
Zfﬁf’?sf{'gltf:'fa RERYICNSGFKRKAGTSSLTECVLNKATNVAHWTTPSLKCIRDPALVHQRPAP
Fc PSTVTTAGVTPQPESLSPSGKEPAASSPSSNNTAATTAAIVPGSQLMPSKSPS
EE'CLBSR’"ZOO TGTTEISSHESSHGTPSQTTAKNWEL TASASHQPPGVYPQGPKSCDKTHTCPP
CPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDG
VEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEK
TISKAKGQPREPQVY TLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP
ENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPGK
EJEMPLOS

Ejemplo 1: Generacidn de hetlL-15 en la linea celular CHO

[00206]
MaKo para producir el heterodimero IL-15/IL-15Ro (también denominado "hetIL-15"). La

Se utiliz6 la linea celular parental de ovario de hamster chino (CHO) CHO-
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linea celular CHO-MaKo se derivd mediante delecion dirigida del gen de la matriptasa en
CHO-CB8TD utilizando la técnica de nucleasas con dedos de zinc (ZFN). Se descubrid que la
proteasa matriptasa participa en la degradacion de una variedad de proteinas terapéuticas
recombinantes en células CHO. CHO-C8TD se derivo de un unico vial de la linea celular
parental CHO-K1PD de WCB070625. CHO-K1PD se derivé de la linea celular CHO-K1,
obtenida originalmente de ATCC (n° de cat. CCL-61.3). Los detalles de la linea celular
CHO-MaKo se pueden encontrar en el documento W0O2015/166427, que se incorpora en el
presente documento como referencia.

[00207] Las células CHO-MakKao se cotransfectaron por electroporacién con el vector
linealizado pBW1697 (que codifica IL-15 (interleucina 15) e ILOI15Ro (receptor de
interleucina 15 alfa)) y pBW1703 que codifica IL-15Ra. Después de una fase de recuperacion
de dos dias, el conjunto de células transfectadas se cultivd en medio con bajo contenido de
folato complementado con metotrexato (MTX) durante varias semanas para seleccionar las
ceélulas recombinantes. Para aumentar la expresion de IL-15, se transfectaron conjuntos de
células recuperadas mediante electroporacion con el vector linealizado pBW1916 que codifica
IL-15. Después de una fase de recuperacion de dos dias, el conjunto de células transfectadas
se cultivé en medio con bajo contenido de folato complementado con metotrexato (MTX) y
puromicina durante varias semanas para seleccionar las células recombinantes de las que se
clasificaron las células individuales mediante FACS. Los clones seleccionados se
caracterizaron adicionalmente con respecto al rendimiento del biorreactor, el tamafio y la
integridad del ARNm (mediante transferencia Northern), el nimero de copias del transgén
(mediante qPCR), el tamafio y la integridad de los casetes de expresion (mediante
transferencia Southern) y la verificacion de la secuencia (mediante NGS).

[00208] Los mapas de vectores de pBW1697, pPBW1703 y pPBW1916 se presentan en la
Figura 1. La Tabla 3 proporciona la descripcion general de los constructos de expresion final
y los casetes de expresion.

[00209] Como se muestra en la Tabla 1, se utilizaron dos casetes de expresion de 1L-15
diferentes: en pBW1697, el péptido sefial nativo (propio SP) de 29 aa y la secuencia de
propéptido nativo de 19 aa que precede a la cadena de IL-15 de 114 aa se incluyen en el
marco de lectura abierto (ORF). En pBW1916, la cadena de IL-15 se combina con el llamado
péptido sefial UTR12 (UTR12 SP).
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[00210] También se expreso IL—15Ra a partir de dos ORF diferentes. En pPBW1697, se
utiliza el receptor de longitud completa (IL-15Ra FL) con su péptido sefial nativo (propio
SP). En pBW1703, una versién soluble de IL-15Ra se expresa con UTR12 SP.

Tabla 3 Descripcion general de los constructos de expresion final

Vector Casete de expresion de IL-15 (ORF)  Casete de expresion de IL-15Ra.
(ORF)

pBW1697 propio SP + propéptido + IL-15 propio SP + IL-15-Ra FL

pBW1703 n.a UTR12 SP + IL-15Ra sol

pBW1916 UTR12 SP + IL-15 n.a

ORF: marco de lectura abierto, SP: péptido sefial, FL: longitud completa, n.a: no aplicable,
sol: soluble

[00211] Ejemplo 2. Produccion del heterodimero I1L-15/IL-15Ra,

[00212] El IL-15/IL-15Ra se produce mediante una linea celular recombinante de
ovario de hamster chino (CHO). La produccién se lleva a cabo utilizando un proceso de
produccion de lotes alimentados estandar en un biorreactor.

[00213] Un vial congelado del banco de células maestras se descongela y se suspende
en el medio de expansion. Se realizan una serie de pases en matraces agitados para expandir el
volumen del in6culo. Cuando el volumen del indculo y la densidad de células viables son lo
suficientemente altos (densidad de células viables de aproximadamente 4,8 x 10° células/ml;
viabilidad> 90%), el in6culo se transfiere al primer reactor de semillas.

[00214] El indculo del paso anterior se transfiere al primer biorreactor de semillas que
contiene medio de expansion y se cultiva adicionalmente en modo discontinuo. Cuando la
densidad de células viables es suficiente (densidad de células viables de aproximadamente 5,4
x 108 células/ml), el cultivo se utiliza para inocular el segundo biorreactor de semillas.

[00215] El cultivo del primer biorreactor de semillas se transfiere al medio de
expansion que contiene el segundo biorreactor de semillas y se cultiva adicionalmente en
modo discontinuo. Cuando la densidad de células viables es suficiente (densidad de células
viables de aproximadamente 5,6 x 10° células/ml), el cultivo se utiliza para inocular el
biorreactor de produccion.

[00216] El biorreactor de produccion se hace funcionar en modo de alimentacion por
lotes. El cultivo del paso 3 se transfiere al biorreactor de produccion, que contiene medio de

produccion. La alimentacién con dos soluciones de alimentacion se lleva a cabo durante todo
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el ciclo del biorreactor. Ambas adiciones de alimentacion se inician a una densidad celular
viable de aproximadamente 2 x 10° células/ml. A una densidad de células viables de
aproximadamente 12,5 x 10° células/ml, la temperatura de cultivo se cambia de 36,5°C a
33,0°C. La cosecha se inicia cuando la viabilidad celular desciende a < 75% o
aproximadamente 14 dias después del inicio de la produccién. Cada lote de cosecha a granel
se monitorea para detectar agentes adventicios y de carga bioldgica.

[00217] El proceso de purificacion incluye dos pasos que se dedican a la
inactivacion/eliminacion de virus, a saber, incubacion a pH bajo y nanofiltracion. Al final, el
producto se concentra y se diafiltra en el buffer final.

[00218] Ejemplo 3. Determinacion de la composicién de O—glicanos

[00219] Los O—glicanos se analizaron mediante espectrometria de masas de ionizacion
por desorcion por laser asistida por matriz (MALDI-MS). Para este proposito, los glicanos
unidos a O se escinden quimicamente de la proteina mediante el método de eliminacién beta
reductora y se derivatizan mediante permetilacion antes de la deteccion de MS. A partir de los
datos de MS, se generan resultados de identificacién y semicuantitativos. La identidad y
abundancia relativa de las principales especies de glicanos en los cinco lotes se resumen en la
Tabla 4.

[00220] La figura 6 visualiza la distribucion de las diversas especies en forma de
grafico de barras.

[00221] Se observan diferencias relevantes en las variantes y distribucion de O-—
glicanos entre lotes de hetlL-15 derivados de diferentes lineas celulares. Los lotes HEK293
contienen aproximadamente el 50% de las variantes de tipo Core 2 (C2G, C2S1, C2GS1,
C2GS2). Estos solo se detectan a niveles traza en lotes derivados de CHO. Se detectd un nivel
maés alto de una variante mono-sialilada de Core 1 (C1S1) en lotes de CHO en comparacion
con los lotes de HEK293 (~ 50% frente a ~ 15%, respectivamente). El nivel global de
sialilacion de todos los lotes es muy alto (> 97%). Debido a las diferencias observadas, los
lotes derivados de células HEK293 y CHO se consideran no comparables con respecto a su
composicion general de O—glicanos.

[00222] La Figura 7 muestra la estructura basica de las formas de O-glicano de tipo
Core 1 ("C1"). Las extensiones con otros residuos de glicanos (por ejemplo, acido sialico)
conducen a estructuras mas complejas como se enumeran en la Tabla 4 (por ejemplo, C1S1,
C1S2). El motivo de la estructura Core 1 esta presente en todos los lotes analizados. La Figura

8 a continuacion muestra la estructura basica de las formas de O-glicano de tipo Core 2

76



WO 2021/156720 PCT/1B2021/050730

("C2"). Las extensiones con otros residuos de glicanos conducen a estructuras mas complejas
como se enumeran en la Tabla 4 (por ejemplo, C2S1, C2GS1). Esta estructura se ha detectado
en niveles relevantes solo en lotes HEK293.

Tabla 4. Distribucion de O—glicanos

Isoforma de glicano HEK?293 HEK293 HEK?293 CHO lote CHO lote
lote lote lote 18PPO1 BCO0001
6270113002 6270117001 6270117006

C1 0,57 - - 1,2 0,92

H1S1 - - - 0,51 -

ClF1 0,71 - - - -

Cis1 15,3 11,7 12,0 54,9 50,5

C2G + CllLacl 2,1 1,6 1,6 - -

C1H1S1 o H2N1S1 - 1,7 - - -

C2S1 + C1N1S1 5,5 5,6 6,8 - -

C1s2 36,6 37,2 40,0 42,8 47,6

C2GSs1 18,8 17,8 16,6 - -

C2GS2 19,4 22,7 21,1 - -

Suma de especies 1,1 0,81 0,84 - -

fucosiladas

Suma de especies A— 3,5 2,4 2,6 1,2 0,93

sialiladas

Suma de especies mono— 40,5 37,6 36,3 55,9 51,3

sialiladas

Suma de especies di— 56,0 60,0 61,1 42,8 47,7

sialiladas

“—“:no detectado o por debajo del limite de notificacion del 0,5%

“H”: Hexosa

“F”: Fucosa

“C”: Nucleo

“Lac”: N-acetil-lactosamina

“G”: Galactosa (nucleo alargado 2)
“S”: Acido sialico

“N”: N-acetilhexosamina

[00223] Los O—glicanos se caracterizaron adicionalmente con respecto al tipo de enlace
de los acidos sialicos. Despueés de la escision quimica de la proteina por el método de
eliminacion beta, se realizo la derivatizacion mediante esterificacion etilica. El analisis de MS
de los glicanos ligados a O después de la esterificacion etilica proporciona informacién sobre
el enlace del acido sidlico (a2, 3 0 02, 6) y se realizo Unicamente sobre una base cualitativa.

[00224] Los lotes de HEK293 y CHO exhiben ambos dos tipos de enlaces de acido
sialico (02, 3 y 02, 6). Esto se espera para las proteinas expresadas en células humanas
(HEK293) pero es poco comun en proteinas expresadas en células CHO. La Figura 9 a
continuacion muestra un espectro de masas para el lote clinico de CHO BCO0001. La
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intensidad relativa del acido sialico enlazado a a2,6 es bastante baja en comparacion con la
variante mas dominante del &cido sialico enlazado a a 2,3.

[00225] El perfil y contenido de &cido sialico se evalu6 mediante cromatografia de fase
inversa. Después de la escision quimica y el marcaje fluorescente, los acidos sialicos se
separaron en la columna mediante elucion en gradiente y se cuantificaron mediante deteccion
de fluorescencia.

[00226] El acido N-acetilneuranimico es el &cido sidlico predominante en las
glicoproteinas humanas. El acido N-glicolineuraminico se encuentra en glicoproteinas no
humanas y no es deseado. Por lo tanto, se prefiere una alta relacién de acido N-
acetilneuranimico a &cido N—glicolineuraminico.

[00227] Los lotes de HEK293 exhiben una proporcion muy alta. La cantidad de acido
N—glicolineuraminico en estos lotes puede considerarse insignificante.

[00228] Los lotes de CHO exhiben una proporcion alta y comparable de mas de 200.
Esto indica que menos del 0,5% de &cido N—glicolineuraminico no deseado esta presente en
estas muestras.

[00229] Ejemplo 4. Determinacion de la composicion de N—glicanos

[00230] Los N—glicanos se escindieron enzimaticamente del heterodimero hetlL-15 y
se derivatizaron con un marcador fluorescente y una amina terciaria utilizando la tecnologia
RapiFluor ™. Después de la purificacion, los N—glicanos marcados se analizaron mediante
HILIC (cromatografia liquida de interaccion hidrofila) con deteccion de fluorescencia
acoplada con MS (espectrometria de masas).

[00231] El cromatograma de la Figura 10 muestra una superposicion de un lote
derivado de HEK293 y un lote derivado de CHO. Se observan diferencias significativas en la
poblacion y distribucion de N-—glicanos entre lotes de CHO derivados de las dos lineas
celulares diferentes. Las principales especies de N—glicanos son diferentes y el perfil del lote
HEK293 exhibe una distribucion heterogénea mientras que el perfil del lote CHO es mas
homogéneo.

[00232] La identidad y las areas de pico relativas de las principales especies de N-—
glicanos en los cinco lotes se resumen en la Tabla 5.

[00233] El cromatograma de la Figura 11 muestra una superposicion de los tres lotes de
HEK293. El patrén general de carbohidratos de los tres lotes y el orden de clasificacion de las
formas principales son similares y las diferencias observadas estan dentro de la variabilidad

esperada de un lote a otro. Aunque las principales especies estan relacionadas con la
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galactosilacion (FA2B/FA2/FA3/FA4), se observo un alto nivel de sialilacion. Se detecté un
gran numero de diversos glicanos sialilados a niveles bajos. No se detectaron especies con un
impacto potencial en la farmacocinética o inmunogenicidad, como los glicanos afucosilados y
con alto contenido de manosa.

[00234] El cromatograma de la Figura 12 muestra una superposicion de los dos lotes de
CHO. ElI patron de carbohidratos de los dos lotes es muy similar. Dos especies principales
sialiladas (FA2G2S2 y FA2G2S1) contribuyen a aproximadamente el 60% de la poblacion de
N—glicanos. No se detectaron especies con un impacto potencial en la farmacocinética o

inmunogenicidad, como los glicanos afucosilados y con alto contenido de manosa.
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Tabla 5 Distribucion de N—glicanos

i ; HEK 33 HEK293 HEK293 CHO CHO

Especies de N-licanos lote 62roi13g0z  lote 370117001 lote 6270117006 lote 18PPOH lote BEo001
FM2 033 ] o = ]
FAl gzpacie ii oz L1

Faz T4 37 43 . .
FalG1 x E g = o057
Fa2 y FAS 125 120 14 . .
Fadq ¥ FASB 35 4= 2z . .
FANEIGA 11 052 o7z . -
FAZ{NG 18 09z 10 - 053
FAIGIS1 especie - a = . osT
FMEA1G 0353 055 osT - -
FAZBG1Y FASG] 55 41 63 .

Fi48 17 08z 14 R
FAJF1 os1 - = -
FA4G1 especie 15 11 14 .

FAIF1G1 especie 15 21 13 .

FA2G2 o L7 1z 50 TA
FA2B51 o0& 14 z0 .

FMBEATIG1S] 055 07z . . .
FA28G2 ¥ FAZG2 e 34 3z -
Fad8G1 o 095 13 -
FAZG151 eSpecie 32 15 1= .
FAIF1G2 1= FE] 5 -
FAZF1G2 especie 10 06T oss

FAZBG1S1 especie 0 1z 15 .

FAZGIS1 ecpecie 55 i 49 125 211
FadG2 . 058 0ss . .
FAZBGIS1 ¥ FASGES] R 70 5 086

FAZBF1G151 especie oTs L7 1z .

FAIFIGIS) especie 051 = 15 = -
FA3G3 0S5 sz 0= 11 12
Fa4G3 mspecie 15 13 1z . .
FadBGE51 = = 0sT E
FadGA5S1 especie 7 21 14 .

FA2G252 especie R 45 35 7 o7
FAMGISD especie 1z 6 4 -

Fad4G4 033 - - . -
FAIGIST especie 11 0 o=T 7 7
FAZF1G252 especie . . - 37 30
FAZF2G252 - . = 032 =
Fa4BGIST 0&s . oz7 . .
FAMGISD especie 1z 12 13 3E 37
Fa4BF1GIS1 - - 00

FAIBGISY especie 0= 12 05 . .
FA4BO4ST LES 1= 1% .

FAJGISI especie o=l 2.1 LT =0 7.0
FA4BF1G4S1 especie . nas . .

Fa4G451 especie 0z . . . .
FA4G452 pcpecie 13 12 5 L1 L1
FAAF1G45D respecie ars . . " M
FA4BG45T mspecie - 13 14 - -
FA4BF 10452 especie - [:F-T} 07z - -
FadG45] especie zo o s 13 LT
Fa4BG453 - 038 . - -
FadG454 especie 0 27 5] 1z 10
FadGalacS4 especie . [l 03z . .
picos desconocidos - - L1 0=
“=“no detectado o por debajo del lemate de notificacion del 0,.3%

“F": Fucosa
"A": N-acetighicosamina antenaria
"B": N-acetilghucosamma bisectads
"M Manosa
"Lac": Lactosamina
“G": Galactosa
"5 Acide N-cetlneuraminico (acido sialico)
[00235] Ejemplo 5. Estudio de fase I/lb del complejo IL-15 / IL-15Ra solo o en

combinaciéon con una molécula de anticuerpo anti-PD-1 en adultos con cancer

metastasico

80



WO 2021/156720 PCT/1B2021/050730

[00236] Este ejemplo describe un estudio para determinar la seguridad, tolerabilidad,
toxicidad limitante de dosis (DLT) y dosis maxima tolerada (MTD) de complejos subcutaneos
(SC) de IL-15 heterodimérica recombinante/IL-15Ra soluble (hetlL-15) producidos por la
linea celular CHO, administrados solos o en combinacion con la molécula de anticuerpo anti—
PD-1 a pacientes humanos con tumores sélidos o linfoma.

[00237] Objetivos

[00238] El propésito de este estudio de fase I/Ib es determinar el perfil de seguridad de
complejos de IL-15 heterodimérica/IL-15Ra soluble (hetlL-15) producidos por la linea
celular CHO (denominada "CHO hetlL-15"), y si se puede combinar de forma segura con el
anticuerpo anti-PD-1 y determinar la dosis y el programa adecuados para un estudio
adicional. Ademas, el estudio caracterizard los perfiles farmacocinéticos de CHO hetlL-15
como agente unico y en combinacion con el anticuerpo anti-PD-1 e identificara la actividad
antitumoral preliminar.

[00239] El objetivo principal es caracterizar la seguridad, la tolerabilidad de CHO
hetlL-15 como agente Unico y en combinacion con el anticuerpo anti-PD-1 en pacientes con
tumores sélidos y linfomas que respondieron previamente al inhibidor del punto de control
inmune (CPI) y progresaron (pacientes resistentes secundarios).

[00240] Los objetivos secundarios son: 1) evaluar la actividad antitumoral preliminar
de CHO hetlL-15 y el anticuerpo anti-PD-1; y 2) caracterizar la farmacocinética (PK) de
CHO hetlL-15 como agente Gnico y en combinacion con el anticuerpo anti-PD-1 y la PK del
anticuerpo anti—PD-1.

[00241] Disefio del estudio

[00242] Este es un estudio de fase I/Ib, de etiqueta abierta, global, multicéntrico de
CHO hetlL-15 administrado subcutaneamente solo y en combinacion con anticuerpo anti—
PD-1 en sujetos con tumores solidos avanzados y linfoma que han progresado tras obtener
una respuesta previa a la terapia anti-PD—1/CPI. La respuesta previa se define como una
respuesta radiografica completa (CR) o una respuesta parcial (PR). También se incluiran
sujetos con enfermedad estable (SD) que dure > 6 meses si el régimen mas reciente incluyo
CPI. El estudio consta de dos partes, aumento de la dosis y expansion de la dosis. Se
examinaran dos brazos separados durante la parte de escalada: 1) evaluacién de CHO hetlL—
15 como agente Unico. El anticuerpo anti-PD-1 se puede agregar al anticuerpo anti-PD-1 de
la primera reevaluacion de la enfermedad y 2) la administracion de CHO hetlL-15 y el

anticuerpo anti—-PD-1 como una combinacion a partir de C1D1.
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[00243] Poblacion de pacientes

[00244] El estudio se realizard en pacientes masculinos y femeninos >18 afios de edad
que fueron tratados previamente con CPl (anti PD-1/PD-L1 y/o anti CTLA 4) que
previamente han respondido y progresado. La respuesta previa es una CR/PR radiografica
inicial (no se requiere una exploracion confirmatoria) o una SD que dura > 6 meses si el
régimen mas reciente incluia CPI. Durante el aumento de dosis, el estudio se llevara a cabo en
pacientes con linfomas y tumores sélidos avanzados. Durante la expansion, el estudio se

realizara en pacientes con melanoma.

[00245] Criterios de inclusién clave
[00246] 1. Pacientes hombres o mujeres > 18 afios
[00247] 2. Tumores s6lidos avanzados documentados y confirmados histol6gicamente

y linfoma (incluye localmente avanzados que no son curables mediante cirugia o radioterapia,
y aquellos con enfermedad metastasica) con progresion documentada después de la terapia
estandar, o para quienes, en opinion del investigador, no existe una terapia estandar adecuada.
[00248] Escalada: pacientes tratados previamente con CPI (anti PD-1/PD-L1 y/o anti
CTLA-4) que han respondido y progresado previamente. La respuesta previa es una CR/PR
radiografica inicial (no se requiere una exploracion confirmatoria) 0 una SD que dura > 6
meses si el régimen mas reciente incluia CPI.

[00249] Expansion: Pacientes con melanoma tratados previamente con CPI (anti PD-
1/PD-L1 y/o anti CTLA-4) que han respondido y progresado previamente. La respuesta
previa es CR/PR radiografica (no se requiere una exploracion confirmatoria) o SD que dura >

6 meses si el régimen mas reciente incluia CPI.

[00250] Criterios de exclusion clave
[00251] 1. Pacientes que hayan recibido algun tratamiento previo con IL-15.
[00252] 2. Historial de reacciones de hipersensibilidad graves a cualquier ingrediente

de los farmacos del estudio y otros mAb y/o sus excipientes.

[00253] 3. Se excluyen los pacientes con tumores primarios del SNC. Presencia de
metéastasis en el SNC sintomaticas 0 metastasis en el SNC que requieren terapia local dirigida
al SNC (como radioterapia o cirugia) o dosis crecientes de corticosteroides 2 semanas antes
de la entrada al estudio. Los pacientes con metéstasis cerebrales sintomaticas tratadas deben
estar neuroldgicamente estables (durante 4 semanas después del tratamiento y antes del
ingreso al estudio) y con una dosis de < 10 mg por dia de prednisona o equivalente durante al

menos 2 semanas antes de la administracion de cualquier tratamiento del estudio.
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[00254] 4. Terapia con esteroides cronica sistémica (> 10 mg/dia de prednisona o
equivalente) o cualquier terapia inmunosupresora, distinta de las dosis de reemplazo de
esteroides en el contexto de insuficiencia suprarrenal, dentro de los 7 dias de la primera dosis
del tratamiento del estudio. Se permiten los esteroides tdpicos, inhalados, nasales y
oftalmicos.

[00255] 5. Enfermedad maligna, distinta de la que se esta tratando en este estudio. Las
excepciones incluyen el carcinoma de células basales de la piel o el carcinoma de células
escamosas de la piel que se ha sometido a una terapia potencialmente curativa o cancer de
cuello uterino in situ u otros tumores que no afectaran la esperanza de vida.

[00256] Evaluaciones de eficacia

[00257] Evaluaciones de tumores segun RECISTL1.1, iRECIST para tumores sélidos
como describen Seymour et al. (2017) Lancet Oncol; 18: e143-e152 y Cheson et al (2014) J.
Clin. Oncol. 32 (27): 3059-67 para linfomas. En la seleccion, las evaluaciones por imagenes
se realizaran dentro de los 28 dias posteriores al inicio del tratamiento (dia —28 al dia —1 antes
del dia 1 del ciclo 1). Todos los sujetos se someteran a una tomografia computarizada (TC)
con contraste intravenoso de torax, abdomen y pelvis. Si hay evidencia clinica de enfermedad
en el cuello, también se realizard una TC con contraste intravenoso del cuello. Se requieren
imagenes del cerebro al inicio del estudio para sujetos con enfermedad conocida del SNC. Las
imagenes de resonancia magnética (MRI) se deben utilizar para evaluar los sitios de la
enfermedad que no son adecuadamente captados por TC. Si un sujeto es intolerante a los
agentes de contraste, se pueden realizar TC sin contraste. La MRI se puede utilizar para
evaluar sitios de enfermedad donde una TC sin contraste intravenoso no es adecuada. Las
lesiones cuténeas visibles y los tumores facilmente palpables se pueden medir mediante un
examen fisico con una regla o calibradores y se tomaran fotografias en color. El ultrasonido
no se debe utilizar para medir sitios de enfermedad con el propdsito de respuesta.

[00258] Medidas de resultado

[00259] La farmacocinética se evalla mediante la concentracion en suero de CHO
hetIL-15 y anticuerpo anti-PD-1 al inicio del tratamiento y durante el tratamiento.

[00260] Incidencia de toxicidades limitantes de dosis (DLT) en el ciclo 1 (28 dias) para
CHO hetlL-15 como agente Unico y en combinacion con anticuerpo anti—-PD-1.

[00261] Incidencia y gravedad de eventos adversos (AE) y eventos adversos graves
(SAE), incluidos cambios en pardmetros de laboratorio, signos vitales y electrocardiogramas
(ECQG).
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[00262] Otras evaluaciones incluyen:

[00263] 1. Evaluacién de cambios en el nimero y actividad citotoxica de células T
CD8 + infiltrantes en el tumor y células NK y cambios en la abundancia de clones de células
T.

[00264] 2. Secuenciacion en biopsias tumorales basales y durante el tratamiento.
Evaluacion de la expresion de PD-L1y células T CD8 + en biopsias de tumores por IHC.
[00265] 3. Perfiles de expresion génica en muestras tumorales basales y durante el
tratamiento

[00266] 4. Secuenciacion del ADN del ADN tumoral libre circulante a partir de
muestras de plasma basales y en tratamiento

[00267] 5. Evaluacion de los cambios desde la linea base en el nivel y/o expresion de
marcadores de activacion/proliferacion, inhibidores de puntos de control en subconjuntos de

células Ty células NK en sangre y factores inmunes solubles en plasma.

[00268] Tratamiento de estudio
[00269] Escalada de dosis y expansion de dosis
[00270] Se tratara a los pacientes con CHO hetlL-15 como agente Unico y en

combinacion con el anticuerpo anti—-PD-1 hasta que se alcancen las MTD o se establezca una
RD més baja para la combinacién. ElI aumento de la dosis estard guiado por un BHLRM
adaptativo siguiendo el principio EWOC para controlar el riesgo de toxicidad limitante de la
dosis (DLT) en futuros sujetos en estudio. Se evaluaran dos brazos de dosificacion separados
durante la parte de aumento de dosis:

[00271] Brazo 1) Agente unico CHO hetlL-15 (se permitird que los sujetos comiencen
con el anticuerpo anti—PD-1 después de su primera reevaluacion de la enfermedad)

[00272] Brazo 2) CHO hetlL-15 en combinacion con anticuerpo anti—PD-1
comenzando en C1D1.

[00273] La figura 14 proporciona los niveles de dosis provisionales que se evaluaran.
Es posible agregar niveles de dosis adicionales y/o intermedios durante el curso del estudio.
Ademas, pueden evaluarse programas de dosificacion alternativos de hetlL-15, por ejemplo,
administrando hetlL-15 una o dos veces por semana durante las dos primeras semanas del
ciclo. Se pueden agregar cohortes a cualquier nivel de dosis por debajo de la MTD para
comprender mejor la seguridad, la PK y/o la PD.

[00274] El periodo de tratamiento comenzara el dia 1 del ciclo 1 (C1D1). Cada ciclo de

tratamiento constara de 28 dias. CHO hetlL-15 se administrara por via subcutanea una vez a
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la semana, 3 semanas con/1 semana sin. Cuando se administra el anticuerpo anti-PD-1, se
administrara por via intravenosa a una dosis fija de 400 mg una vez el dia 1 de cada ciclo.
[00275] La dosis inicial de CHO hetlL-15, solo o en combinacién con el anticuerpo
anti-PD-1, para los sujetos inscritos en este ensayo es de 2 pg/kg por via subcutanea (SC)
una vez a la semana, a las 3 semanas con/1 semana sin. La dosis inicial de anticuerpo anti—
PD-1 sera de 400 mg Q4W i.v. Se pueden explorar programas de dosificacion alternativos; el
protocolo se modificara para reflejar cualquier programa nuevo.

[00276] En modelos preclinicos, los tratamientos con IL-15 por si solos inducen IFN—y
y tienen efectos antitumorales, pero esta actividad antitumoral puede estar limitada debido a la
regulacion por incremento de PD-1 en células T CD8 +. La adicién de la inhibicion del punto
de control, como los inhibidores de PD-1 y CTLA—4, aumenta ain més la expresion de IFN—y
y reduce la expresion de PD-1 en las células T CD8 +, lo que aumenta la supervivencia (Yu
et al (2010) Clin Cancer Res; 16 (24): 6019-28, Yu et al (2012) Proc Natl Acad Sci USA; 109
(16): 6187-92). Ademas, los datos clinicos preliminares han demostrado que los sujetos que
responden a CPI tienen niveles de referencia més altos de IL-15. La infiltracion de tumores
de células T CD8 + en melanoma, NSCLC y cancer de mama también se correlaciona con
niveles mas altos de firmas de genes NK e IL-15. Por lo tanto, la combinacion de CHO
hetIL—15, un agonista de IL-15, con un anticuerpo anti-PD-1, un inhibidor de PD-1, puede
ser sinérgica y puede mejorar aun mas las respuestas antitumorales, particularmente en
poblaciones de sujetos que han respondido previamente. a la inhibicién del punto de control, y
posteriormente recayo.

[00277] Se pueden combinar agentes adicionales con CHO hetlL—-15 + anticuerpo anti—
PD-1 y se pueden considerar otras indicaciones en la parte de expansion del estudio. Estos
regimenes y/o indicaciones de combinacion adicionales solo se exploraran si se agregan a este
ensayo con una futura enmienda del protocolo.

[00278] La parte de expansion de la dosis del estudio comenzara una vez que se declare
la MTD y/o RD para CHO hetlL-15 en combinacion con el anticuerpo anti—-PD-1. El objetivo
principal del grupo de expansion es evaluar mas a fondo la seguridad y tolerabilidad de CHO
hetIL-15 en combinacion con el anticuerpo anti-PD-1. Un objetivo secundario del grupo de
expansion es evaluar la actividad antitumoral de CHO hetlL-15 en combinacién con el
anticuerpo anti—PD-1 en sujetos con melanoma recidivante CPI.

[00279] Niveles de dosis provisionales
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[00280] La Tabla 6 y la Tabla 7 describen la dosis inicial y los niveles de dosis
provisionales para CHO hetlL-15 que pueden evaluarse durante este ensayo. La dosis de
anticuerpo anti—PD-1 se fija en 400 mg cada 4 semanas. Con la excepcion del nivel de dosis
inicial 1, los niveles de dosis reales se determinaran en funcion de los datos disponibles de

toxicidad, farmacocinética y farmacodinamica.

Tabla 6 Niveles de dosis provisionales para el agente inico CHO hetlL—15 (Brazo 1) seguido de una

combinacion de anticuerpos anti—-PD-1

Nivel de dosis Dosis semanal Incremento de la dosis Dosis de anti-PD-1 Incremento de la dosis
propuesta* anterior de hetlL-15 cada 4 semanas anterior de
(si se agrega después Anti—-PD-1***
de la primera
reevaluacion de la

enfermedad)
—1** 1 pa/ kg -50% 400 mg 0%
1 2 ug/ kg (dosis inicial) 400 mg (dosis inicial)
2 4 pgl kg 100% 400 mg 0%
3 8 ug/ kg 100% 400 mg 0%
4 16 ug/ kg 100% 400 mg 0%

* Es posible agregar niveles de dosis adicionales y/o intermedios durante el curso del estudio. Se pueden agregar cohortes a
cualquier nivel de dosis por debajo de la MTD para comprender mejor la seguridad, PK o PD. Pueden evaluarse
simultaneamente multiples niveles de dosis por debajo de la MTD para obtener datos de PK 'y PD en un rango de dosis.

** El nivel de dosis —1 representa las dosis de tratamiento para sujetos que requieren una reduccion de la dosis desde el
nivel de dosis inicial.

*** No se permiten reducciones de dosis para el anticuerpo anti-PD-1. La toxicidad relacionada con el anticuerpo anti—
PD-1 se manejara por omision o retraso.

Tabla 7 Niveles de dosis provisionales para la combinacion de CHO hetlL-15 y anti-PD-1 (brazo 2)

Nivel de dosis Dosis semanal Incremento de la dosis Dosis de anti-PD-1 Incremento de la dosis
propuesta* anterior de hetlL-15 cada 4 semanas anterior de Anti-PD-1
*kk
—1** 1 g/ kg -50% 400 mg 0%
(comenzando en C1D1)
1 2 ug/ kg (dosis inicial) 400 mg (dosis inicial)
(comenzando en C1D1)
2 4 ug/ kg 100% 400 mg 0%
comenzando en C1D1)
3 8 ng/ kg 100% 400 mg 0%
(comenzando en C1D1)
4 16 pg/ kg 100% 400 mg 0%

(comenzando en C1D1)

* Es posible agregar niveles de dosis adicionales y/o intermedias durante el curso del estudio. Se pueden agregar cohortes a
cualquier nivel de dosis por debajo de la MTD para comprender mejor la seguridad, PK o PD. Pueden evaluarse
simultaneamente multiples niveles de dosis por debajo de la MTD para obtener datos de PK y PD en un rango de dosis.

** El nivel de dosis —1 representa las dosis de tratamiento para sujetos que requieren una reduccion de la dosis desde el nivel
de dosis inicial.

*** No se permiten reducciones de dosis para el anticuerpo anti—-PD-1. La toxicidad relacionada con el anticuerpo anti-PD—
1 se manejara por omision o retraso.
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[00281] Definicion de Toxicidades Limitantes de la Dosis

[00282] Una toxicidad limitante de la dosis (DLT) se define como un evento adverso o
valor de laboratorio anormal que ocurre dentro del periodo DLT (28 dias) donde la relacion
con CHO hetlL-15 como agente unico o la combinacion CHO hetlL-15/ anti-PD-1, no se
puede descartar y no esta relacionada principalmente con la enfermedad, la progresion de la
enfermedad, la enfermedad intercorriente 0 medicamentos concomitantes. La Tabla 8
enumera los criterios para DLT. Se utilizara la version 5.0 de los Criterios de terminologia
comun para eventos adversos del Instituto Nacional del Cancer (NCI CTCAE) para todas las
calificaciones. A los efectos de las decisiones de escalada de dosis, las DLT se consideraran e
incluiran en la BHLRM.

Tabla 8 Criterios para definir toxicidades limitantes de la dosis

Durante el aumento de la dosis, cualquier AE de Grado 3 o Grado 4 relacionado con el tratamiento del estudio que
ocurra durante el Ciclo 1 son DLT, EXCEPTO:

Fatiga Fatiga de grado 3 que se resuelve a < grado 1 en 7 dias.

Hipertension Hipertension de grado 3 que se resuelve dentro de los 7 dias posteriores al inicio del
tratamiento antihipertensivo.

Gastrointestinal Nauseas y vomitos de grado 3 que se resuelven a < grado 1 dentro de las 48 horas
posteriores al inicio de la terapia antiemética dptima.

Diarrea de grado 3 que se resuelve dentro de los 7 dias posteriores al inicio del
tratamiento antidiarreico dptimo, cuando no se sospecha colitis.

Hepatico ALT o AST de grado 3 en ausencia de un aumento significativo de la bilirrubina que
se resuelve a < grado 1 en 7 dias.

Amilasa y lipasa Anmilasa o lipasa asintomatica de grado >3.

Dermatol6gico Erupcion no ampollosa de grado 3 sin desprendimiento epidérmico que se resuelve a

< grado 1 en los 7 dias posteriores al inicio del tratamiento.

Hematologia Neutropenia de grado 3 sin fiebre u otros sintomas clinicos que se resuelven a <
Grado 1 en 7 dias.

Trombocitopenia de grado 3 sin hemorragia clinicamente significativa.

Anemia de grado 3 que se resuelve en 7 dias en ausencia de transfusion.

La linfopenia de cualquier grado no es una DLT.

Electrolitos Anormalidades de electrolitos de grado 3 que se resuelven a < grado 1 dentro de los 7
dias posteriores al inicio de la suplementacion.

Musculoesquelético Aumento asintomatico de grado 3 de la creatina quinasa que se resuelve en 14 dias en
ausencia de evidencia de compromiso cardiaco.

Toxicidades relacionadas con la En general, un EA de grado 3 relacionado con la inmunidad que se resuelve a < grado

inmunidad * 1 dentro de los 7 dias posteriores al inicio del tratamiento adecuado no es una DLT.

Los siguientes EA de grado 2 relacionados con el tratamiento del estudio se consideran DLT:

Trastornos oculares El dolor ocular de grado 2 o la reduccion de la agudeza visual son TLD si no
responden a la terapia topica y no mejoran a la gravedad de grado 1 dentro de las 2
semanas posteriores al inicio de la terapia topica, O si requieren tratamiento sistémico.

Neumonitis La neumonitis de grado 2 es una DLT si no se resuelve a < Grado 1 dentro de los 7
dias posteriores al inicio de los corticosteroides.

Miocarditis La miocarditis de grado 2 es una DLT.
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Colitis La colitis de grado 2 es una DLT si persiste > 7 dias a pesar del tratamiento con
corticosteroides.
Hepatico La ALT o AST de grado 2 acompafiada de bilirrubina> 1,5 x ULN es una DLT.

Dermatol6gico La enfermedad bullosa de grado 2 que no se resuelve a < grado 1 dentro de los 7 dias

posteriores al inicio de los corticosteroides es una DLT.

Otros eventos adversos Otras toxicidades clinicamente significativas, incluido un solo evento o multiples
ocurrencias del mismo evento que conducen a un retraso en la dosificacion de> 14
dias) en el ciclo 1, pueden ser consideradas como DLT por los investigadores y

Novartis, incluso si no son de grado 3 o superior segn el CTCAE. .

* Dependiendo de la naturaleza del EA, puede haber casos en los que EA de grado 23 relacionado con el sistema inmunitario
de cualquier duracién justifiquen la declaracién de una DLT vy la interrupcién permanente del estudio (por ejemplo, Sindrome
de Steven Johnson (SJS)). La determinacion de DLT que aln no se describe en esta tabla se realizara caso por caso después
de la discusion entre el investigador y el monitor médico de Novartis.

[00283] Biomarcadores

[00284] Los analisis de biomarcadores se utilizaran para investigar el efecto de CHO
hetlL—15 como agente Unico o en combinacién con el anticuerpo anti—-PD-1 a nivel molecular
y celular, asi como para determinar como los cambios en los marcadores pueden relacionarse
con exposicion y resultados clinicos. Ademas, también se exploraran los posibles marcadores

predictivos de eficacia, asi como los mecanismos de resistencia a hetlL-15.

Tabla 1 Plan de recoleccion de muestras de biomarcadores (grupo de agente Unico)

Tipo de Muestra Puntos de Volumen Marcador Proposito
Tiempo/Visita aproximado
Muestras de tumores
Biopsia de tumor recién Rastreo**, 4-6 pases de Caracterizacion del Evaluar posibles
obtenida ** C1D21-D28, biopsia con microambiente tumoral, biomarcadores de
C3D21-D28 (si el aguja gruesa evalgacic’m de in,filtrados respuesta/resistencia
paciente ha de células T_y células
comenzado con NK. Expresion d.e
anticuerpos anti— marcadores.qu_e incluyen,
PD_1 pero no se limitan a:
EOT (opcional) CD8, PDL1, CD36,
Granzima B.
Andlisis
gendmico/transcriptdmico
de genes inmunes y
relacionados con el
cancer y abundancia
clonal de células T.
Muestras de sangre
Muestra de sangre para C1D1 (pre—dosis) 10 mL Caracterizacion Efecto
inmunomonitorizacion C1D3 fenotipica de células farmacodinamico
C1D4 ir)munes activadas (por
C1D8 (pre—dosis) ejemplo CD8)
C1D15 (pre—dosis)
CiD17
C2D1 (pre—dosis)
C2D3
C2D4
C2D8 (pre—dosis)
C2D15 (pre—dosis)
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Tipo de Muestra

Puntos de
Tiempo/Visita

Volumen
aproximado

Marcador

Proposito

C2D17

C3D1 (pre—dosis)
C3D3

C3D4

C3D8 (pre—dosis)
C3D15

C3D17

C4D1 (pre—dosis)
C4D3

C4D4

C4D8 (pre—dosis)
C4D15

C4D17

Muestra de sangre para
citocinas solubles

C1D1 (pre—dosis)
C1D1 (8 hrs (1)
post—dosis)

CiD2

C1D3

CiD4

C1D8 (pre—dosis)
C1D15 (pre—dosis)
CiD17

C3D1 (pre—dosis)
C3D1 (8 hrs post)
C3D3

C3D4

C3D8 (pre—dosis)
C3D15 (pre—dosis)
C3D17

3mL

Anélisis de citocinas (por
ejemplo IFN-y, IL-2, IL—
4, IL-6, IL-8, IL-10,
TNF-0)

Caracterizar los
niveles circulantes de
citocinas.

Muestra de sangre para
cfADN

C1D1 (Pre—dosis),
EOT

10 mL

Secuenciacion de ADN
en ADN libre de células

Anélisis de la carga
mutacional tumoral y
otras alteraciones
genéticas como
posibles biomarcadores
de respuesta/resistencia

Tabla 2

hetlL-15 y anticuerpo anti-PD-1 de C1D1)

Plan de recoleccion de muestras de biomarcadores (combinacion de CHO

Tipo de Muestra Puntos de Volumen Marcador Propdsito
Tiempo/Visita aproximado

Muestras de tumores

Biopsia de tumor recién 4-6 pases de Caracterizacion del

obtenida ** Rastreo**, biopsia con microambiente 3 Evaluar posibles
C1D21-D28 aguja gruesa tumoral, valoracion | phiomarcadores de

N de infiltrados respuesta/resistencia

EOT (Obligatorio si linfocitarios.
es seguro y

médicamente factible)

Expresion de
marcadores como:
CD8, PDL1, CD56,
Granzima B

Analisis genémico
completo de genes
inmunes y

relacionados con el
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Tipo de Muestra Puntos de Volumen Marcador Propésito
Tiempo/Visita aproximado
cancer y abundancia
clonal de células T.
Muestras de sangre
Muestra de sangre para C1D1 pre—dosis 10 mL Caracterizacion Efecto farmacodinamico
inmunomonitorizacion C1D3 fenotipica de células
inmunes activadas
gigg (pre—dosis) (por ejemplo CD8)
C1D15 (pre—dosis}
C1D17
C2D1 (pre—dosis)
C2D3
C2D4
C2D8 (pre—dosis)
C2D15 (pre—dosis)
C2D17
Muestra de sangre para C1D1 (pre—dosis) 3mL Analisis de citocinas | Caracterizar los niveles
citocinas solubles C1D1 (8 hrs (1) (por ejemplo IFN—y, | circulantes de citocinas.
post-dosis) IL-2, IL-4, IL-6,
C1D2 IL-8, IL-10, TNF-
C1D3 ®)
Cl1D4
C1D8 (pre—dosis)
C1D15 (pre—dosis)
C1D17
Muestra de sangre para C1D1 (Pre—dosis), 10 mL Anélisis de la carga
cfADN EOT Secuenciacién de mutacional tumoral y
ADN en ADN libre | otras alteraciones
de células genéticas como posibles
biomarcadores de
respuesta/resistencia

[00285]

Se espera que CHO hetlL-15 promovera las células T NK y CD8 + y

aumentara la inmunidad antitumoral, y la terapia de combinacion de CHO hetlL-15 y
anticuerpo anti—PD-1 inhibira el crecimiento tumoral.

[00286]
corte y empalme C—terminal de la cadena IL-15Ra en comparacion con hetlL-15 producido
por HEK293.
[00287]
mediante mapeo de péptidos, SDS-PAGE (condiciones nativas y reductoras), SEC, RP—

El ejemplo 6 hetlL-15 producido por la célula CHO no tiene la variante de

Se compard la heterogeneidad por tamafio para HEK293 y CHO hetlL-15

HPLC y espectrometria de masas.
[00288]
HEK293 y los lotes de CHO son significativamente diferentes. Los lotes de HEK293 exhiben

Como se muestra en la Figura 15, los perfiles cromatograficos de los lotes

un pico doble de IL-15Ra debido a la presencia de una variante de empalme que esta ausente
en los lotes de CHO. La ubicacion de la variante de corte y empalme esta en la region C—

terminal del pico del receptor de IL-15. Los lotes de HEK293 y CHO son muy similares con
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respecto a la distribucién de los cuatro picos de IL-15 y la relacién del area de los picos de
IL-15Ra e IL-15. La relacién de area de pico controla la estequiometria de IL-15Ra e IL-15:
una relacion de 2,0 corresponde a una relacion molar 1: 1 de las dos cadenas.

[00289] La variante de corte y empalme de la cadena IL-15Ra se detecto solo en lotes
de HEK?293, que constan de 159 residuos (11-G159) (que se muestran a continuacion), que se

determind mediante mapeo de péptidos:

ITCPPPMSVEHADIWVKSYSLYSRERY ICNSGFKRKAGT SSLTECVLNKATNVAHWTTPSLKCIRDP
ALVHQRPAPPSTVTTAGVTPQPESLSPSGRKEPAASSPSSNNTAATTAATVPGSQIMPSKSPSTGTTE
ISSHESSHGTESQTTAKNWELADIG

[00290] Se entiende que los ejemplos y aspectos descritos en este documento son solo
para fines ilustrativos y que se sugeriran diversas modificaciones o cambios a la luz de los
mismos a los expertos en la técnica y se incluiran dentro del espiritu y alcance de esta
solicitud y alcance de las reivindicaciones adjuntas.

[00291] Ademas, cuando las caracteristicas o aspectos de la invencién se describen en
términos de grupos Markush, los expertos en la técnica reconoceran que la invencion también
se describe en términos de cualquier miembro individual o subgrupo de miembros del grupo
Markush.

[00292] Todas las publicaciones, solicitudes de patente, patentes y otras referencias
mencionadas en este documento se incorporan expresamente como referencia en su totalidad
(o segun lo dicte el contexto), en la misma medida que si cada una se incorporase como
referencia individualmente. En caso de conflicto, prevalecera la presente memoria descriptiva,

incluidas las definiciones.
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