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DESCRIPCION

Inmunotoxinas anti-CD64-ETA' recombinantes

Campo Técnico

La presente invencion se refiere, en general, al tratamiento de enfermedades que implican CD64 v,
mas especificamente, a la preparacion y uso de complejos recombinantes que contienen ligandos
especificos de CD64, que inducen la internalizacién del complejo después de la unién, y también a
agentes citotoxicos para alterar la funcion, expresion génica o viabilidad de una célula de un modo
terapéutico.

Antecedentes de la invencién

Los medicamentos disponibles actualmente para el tratamiento de una amplia diversidad de
enfermedades, tales como agentes quimioterapéuticos, corticoesteroides y agentes inmunosupresores
inespecificos, tienen la desventaja de inducir potencialmente cierta lesion general, debido a su no
especificidad relativa. Se ha intentado moderar esto mediante diversos conceptos terapéuticos. Una
estrategia alternativa es el uso de agentes inmunoterapéuticos para aumentar la especificidad de los
medicamentos. Esta estrategia se ha descrito especialmente para el tratamiento de tumores.

Si el agente inmunoterapéutico es una inmunotoxina, entonces un anticuerpo monoclonal (Acmo) o un
fragmento de anticuerpo, que tiene una afinidad especifica, por ejemplo, por marcadores de superficie
de células tumorales, se acopla a un reactivo citotoxico. Como reactivos citotoxicos se han usado
toxinas y radiactividad. Se consiguié un efecto terapéutico directo sobre las células diana con
anticuerpos unidos a elementos radiactivos o toxinas para formar los denominados
radioinmunoconjugados o inmunotoxinas (IT). Cuando se usaron Acmo anti-linfocitos B marcados
radiactivamente con linfomas de linfocitos B se observaron regresiones del tumor e incluso remisiones
completas (1). Por el contrario, los resultados con Acmo contra tumores solidos fueron mas bien
desilusionantes. El tamafio relativamente grande de las IT usadas en estos estudios parece interferir
con su capacidad de penetrar en los tumores y convierte las mismas en productos terapéuticos
ineficaces. La baja tasa de penetracién en tumor planteé un problema desafiante particular para
tumores mal vascularizados. Para obtener una mejor penetracion tisular y en tumor y en general
propiedades de difusibn mejoradas se miniaturizaron las IT. También se especulé que estas IT mas
pequefias serian menos inmundgenas debido al tamafio reducido de los determinantes antigénicos (2).
Por lo tanto, se conjugaron fragmentos de anticuerpo escindidos proteoliticamente (miniaturizados)
con las funciones efectoras que se han mencionado anteriormente (elementos radiactivos o toxinas).

Las técnicas de clonacion mejoradas permitieron la preparacion de IT completamente recombinantes:
regiones codificantes de regiones variables de cadena ligera y pesada de inmunoglobulina,
amplificadas mediante reaccion en cadena de la polimerasa, se unieron entre si mediante un engarce
sintético, por ejemplo, (Gly,Ser)s. Después, el fragmento de cadena sencilla resultante de genes de
region variable (scFv) se fusion6 genéticamente con una region codificante de una enzima
cataliticamente activa incluyendo proteinas o polipéptidos citotéxicamente activos (3).

Los venenos celulares peptidicos que se han usado mas frecuentemente hasta la fecha y, por lo tanto,
mejor caracterizados, son las toxinas bacterianas toxina de la difteria (DT), exotoxina A de
Pseudomonas (PE) y la Ricina A procedente de planta (4) EIl mecanismo de la actividad citotdxica es
esencialmente el mismo en todas estas toxinas a pesar de sus diferentes fondos evolutivos. El dominio
catalitico inhibe la biosintesis de la proteina mediante modificacion directa del factor de elongacién 2
(EF-2), que es importante para la traduccién, o mediante la inactivacién del sitio de unién a EF-2 en la
subunidad 28S-ARNr de ribosomas.

En la mayoria de las construcciones empleadas hasta la fecha, la aplicacién sistémica de
inmunotoxinas da como resultado efectos secundarios mas o menos graves. Ademas del sindrome de
la “permeabilidad vascular” también tienen lugar trombocitopenia, hemdlisis, insuficiencia renal y
nauseas, dependiendo de la construccion empleada y la dosificacion aplicada (4). También se observo
lesiéon hepatica dependiente de la dosis (5). Ademas de los efectos secundarios documentados, la
inmunogenicidad de las construcciones es uno de los problemas clave de la inmunoterapia. Esto se
aplica, en particular, a la defensa humoral contra los dominios cataliticos empleados, tales como ricina
(HARA), PE o DT (2). En teoria, todas las estructuras no humanas pueden provocar una respuesta
inmune. Por tanto, la administracion repetida de inmunotoxinas e inmunoconjugados esta limitada. Una
consecuencia légica de estos problemas es el desarrollo de inmunotoxinas humanas.

Hasta la fecha, las toxinas humanas usadas en inmunotoxinas se han seleccionado en la mayoria de
los casos de ribonucleasas (6). Ya que las ARNasas humanas estdn presentes en liquidos
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extracelulares, plasma y tejidos, se consideran menos inmundégenas cuando se usan en
inmunotoxinas. La angiogenina (ANG), una proteina de 14 kDa que tiene una homologia de secuencia
del 64% con la ARNasa A, se aislé por primera vez de un medio acondicionado para células
tumorales, donde se descubri6 debido a su capacidad de inducir la angiogénesis (7). Se mostré que la
actividad de ARNasa especifica de ARN-t de la Angiogenina tiene un potencial citotoxico. De acuerdo
con esto, las inmunotoxinas conjugadas quimicamente mostraron posteriormente una actividad tdxica
especifica de células. Para evaluar la eficacia de inmunotoxinas basada en ANG se construyeron
diferentes conformaciones de ANG con, por ejemplo, factor de crecimiento epidérmico (EGF) o ligando
CD30 y se ensayaron exitosamente in vitro (8). Otro miembro de la superfamilia de ARNasa es la
neurotoxina eosinofilica (EDN). Para la EDN, que tiene un tamafio de 18,4 kDa, solamente se ha
descrito la neurotoxicidad directa hasta la fecha. Basandose en la potencia documentada se han
construido diferentes inmunotoxinas basadas en EDN y se han ensayado exitosamente in vitro (9).

Muy recientemente se mostré que proteasas tales como granzima B o derivados de la misma pueden
cumplir eficazmente la funcién efectora de inmunotoxinas (documento PCT/EP01/04514).

La CD64 es una glucoproteina de superficie celular de 72 kDa que se expresa normalmente en
monocitos/macréfagos y células dendriticas (10). Las funciones biolégicas medidas por este receptor
incluyen produccién de superéxido y citocina (TNF-a, IL-1, IL-6), citotoxicidad, endocitosis/fagocitosis y
soporte de presentacion de antigenos. Este receptor representa una diana apropiada para
inmunoterapia de tumores malignos hematoldgicos debido a que no estéa presente en células madre,
garantizando de este modo la regeneracion de células efectoras inmunes positivas a CD64 normales
(112).

El objetivo final en el tratamiento de pacientes con cancer es la eliminacion de cada célula tumoral. Los
pacientes con leucemia mieloide aguda (AML) tiene un total de 10" a 10" células malignas en el
momento del diagnostico. Por definicion se consigue la remisién completa después de la terapia tan
pronto como sean detectables menos del 5% de células malignas en la médula 6sea. Sin embargo,
estos pacientes todavia pueden llevar hasta 10" célula malignas en el torrente sanguineo en ese
momento. Estas células residuales minimas clinicamente no identificables son la causa mas comun de
recidiva (12). A pesar de los avances en la poliquimio- y radioterapia sélo aproximadamente el 20%-
30% de los pacientes con AML consiguen la supervivencia sin enfermedad a largo plazo después de la
terapia de primera linea. Por tanto, la eliminacién de enfermedad residual minima (MRD) puede
mejorar el resultado de pacientes con AML. Las estrategias selectivas, que incluyen terapias basadas
en anticuerpos, que dirigen agentes citotoxicos a estas células, pueden ofrecer una herramienta
prometedora para la eliminacion especifica de MRD. Para mejorar la actividad antitumoral de
anticuerpos nativos se han conjugado farmacos, isétopos y toxinas con anticuerpos monoclonales
(13).

Recientemente, una inmunotoxina anti-CD64 unida quimicamente mostré una unién rapida a e
internalizacion eficaz en células de leucemia positivas a CD64 in vitro e in vivo (14). Los autores
documentaron la regresion rapida del tumor de masas tumorales que variaban del 85% a > 90% en un
modelo de AML humana en ratones NOD/SCID. El obstaculo principal observado en este y otros
experimentos fueron toxicidades inespecificas, relacionadas principalmente con el sindrome de
permeabilidad vascular inducido por toxinas unidas quimicamente basadas en Ricina A debido a su
union inespecifica a células epiteliales (13-15).

El problema asociado con inmunotoxinas unidas quimicamente usadas actualmente es su toxicidad
inespecifica, tamafio y composicion, dando como resultado una eficacia reducida del agente
terapéutico.

A diferencia de Sera y col., 2001 (15) se desvela que aumentando la valencia del ligando de unidn se
consigue un aumento significativo en la citotoxicidad in vivo de la inmunotoxina en un modelo de ratén
de inflamacién crénica. Las inmunotoxinas bivalentes también se pueden usar en el campo del
tratamiento de enfermedades (malignas), tales como leucemia mieloide aguda, artritis, enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (EPOC); incluyendo, por ejemplo: enfisema, asma intrinseca y
extrinseca, enfermedad cutanea que incluye, por ejemplo: dermatitis atopica, erupcién polimorfa
luminica, lupus eritematoso sistémico (LES) o enfermedades autoinmunes, por ejemplo: injerto contra
huésped, esclerosis multiple, sindrome de activacion de macrofagos, artritis reumatoide, artritis juvenil,
enfermedades intestinales; que incluyen, por ejemplo: enfermedad de Crohn, enfermedad intestinal
crénica.

R. K. Zhoug en JOURNAL OF HEMATOTHERAPY & STEM CELL RESEARCH 10: 95-105 (2001)
desvelan que los blastocitos de pacientes con leucemia mieloide aguda (AML) expresan de forma
comun CD64, el receptor de alta afinidad para inmunoglobulina G (FcyRI). Se construyd una
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inmunotoxina (MDX-44) acoplando anticuerpo monoclonal (Acm) anti-CD64 humanizado H22 mediante
un engarce bivalente a la cadena de ricina A desglucosilada (RA). Se incubaron lineas celulares de
leucemia humana con MDX-44 o H22/sin RA. El efecto de MDX-44 sobre la proliferacion de células de
leucemia se evalu6 mediante incorporacién de [3H]timidina. En presencia de interferon-y (IFN-y), MDX-
44 inhibi6 significativamente la proliferacion de células HL-60, NB4 y U937 CD64" en cultivos de 72 h
de un modo dependiente de la dosis. El mecanismo de accion parecio ser la induccién de la apoptosis
medida mediante tincion con yoduro de propidio y analisis de citometria de flujo. Sin embargo, las
células KG-1a y Daudi CD64 no se vieron afectadas por MDX-44/IFN-y. La incubacién de células HL-
60 con MDX-44/IFN-y dio como resultado una disminucion del 99% en unidades formadoras de
colonias, mientras que las células formadoras de colonias en médula ésea normal no se suprimieron
significativamente por tal tratamiento. Las células del 60% de los pacientes con AML (6/10) se
inhibieron por MDX-44/IFN-y y la inhibicion estaba correlacionada con la expresién de CD64 en estas
células (r = 0,65). En un modelo de AML humana en ratones NOD/SCID, MDX-44/IFN-y inhibi6 el 95-
98% de la proliferacion de células de AML de exudado peritoneal y el 85-90% de masas de leucemia
sdlidas. El efecto de MDX-44 sobre células AML era dependiente de la activacion de células por IFN-y.
MDX-44/IFN-y puede ser valioso en la terapia de células de AML que expresan CD64 de superficie
celular.

S. Barth y col. en APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, abr. 2000, pags. 1572-1579
desvelan una estrategia novedosa para la expresion de ITr funcionales dirigidas al espacio
periplasmico de Escherichia coli. Las ITr se recuperaron mediante congelacién-descongelacién de
sedimentos de cultivos de agitacion de bacterias cultivadas con estrés osmotico (NaCl al 4% mas
sorbitol 0,5 M) en presencia de solutos compatibles. Los solutos compatibles, tales como glicina
betaina e hidroxiextoina son osmolitos de bajo peso molecular que aparecen de forma natural en
bacterias haldfilas y se sabe que protegen proteinas a elevadas concentraciones salinas. La adicion de
glicina betaina 10 mM para el cultivo de E. coli con estrés osmético no permitié solamente que las
bacterias se desarrollaran en estas condiciones por lo demas inhibidoras, sino que también produjo un
microentorno periplasmico para la generacion de altas concentraciones de ITr plegadas
correctamente. La proteina purificada mediante combinaciones de cromatografia de afinidad por iones
metalicos y exclusién de tamafio se estabilizé sustancialmente en presencia de hidroxiecotina 1 M
después de varias rondas de congelacion-descongelacion incluso a concentraciones de proteina muy
bajas. Las propiedades de unién y potencia citotdxica de las ITr se confirmaron mediante experimentos
competitivos. Esta estrategia novedosa de expresion guiada por solutos compatibles y purificacion
también puede ser aplicable a la produccion periplasmica de alto rendimiento de proteinas
recombinantes en diferentes sistemas de expresion.

B. Matthey y col en Gene 229 (1999) 145-153 desvelan el desarrollo de un nuevo sistema de expresion
bacteriana para la produccién de alto nivel de ITr. Construyeron una serie de vectores basados en pET
para la secrecién periplasmica dirigida por pelB o produccion citoplasmica bajo el control del promotor
lac de T7. La expresién en Escherichia coli BL21(DE3)pLysS permitié una induccién mediante isopropil
B-d-tiogalactopirandsido (IPTG) estrictamente regulada de la sintesis de proteinas. Se introdujo una
agrupacion de poli-histidina escindible mediante enterocinasa en este sistema para la purificacién
mediante cromatografia de afinidad. Se produjo una modificacién importante por la insercion de un
sitio de clonacion multiple disefiado especificamente. Contiene solamente sitios de reconocimiento de
enzimas de restriccion raros usados para la clonacion de genes de region variable de inmunoglobulina
asi como sitios de restriccion Sfil y Notl Unicos para la insercion dirigida de fragmentos variables de
cadena sencilla (scFv) disponibles de sistemas de bacteriéfagos establecidos. Para este fin
delecionaron dos sitios consenso Sfil internos de origen natural en un mutante de delecién de la
exotoxina A (ETA’) de Pseudomonas aeruginosa. Cada elemento estructural sencillo del nuevo vector
(promotor, secuencia lider, etiqueta de purificacion, secuencia de scFv, marcador de seleccion y gen
de toxina) estaba flanqueado por sitios de restriccion Unicos permitiendo la sustitucion direccional
simple. La fidelidad de la induccién por IPTG y la expresion de alto nivel se demostraron usando un
scFv anti-CD30 (Ki-4) fusionado con ETA'. Estos datos confirman un sistema de vector bacteriano
disefiado especialmente para la expresion periplasmica eficaz de toxinas de fusion basadas en ETA'.

El documento WO-A-01/80880 desvela un complejo formado al menos por el componente A y al
menos el componente B en el que el componente A lleva una actividad de formacién de enlaces para
estructuras de superficie celular y el componente B lleva una proteasa, tal como granzima B, como una
funcion efectora.

Sumario de la invencién

La presente invencién desvela un complejo recombinante formado por al menos un componente A, al
menos un componente B y al menos un componente complementario C, comprendiendo el
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componente A un dominio de union para el receptor de superficie celular CD64 y el componente B, un
dominio de destruccién de células. El dominio de unién del componente A se selecciona entre el grupo
de moléculas que se unen activamente, que consiste en anticuerpos o sus derivados o fragmentos,
péptidos sintéticos o moléculas de bajo peso molecular, ligandos, moléculas de unién a receptor y sus
derivados, mutantes o combinaciones de los mismos que se unen a CD64. Se desvela adicionalmente
que el componente A tiene una mayor valencia para CD64 comprendiendo dos o mas dominios de
union idénticos y/o diferentes para CD64.

Se desvela adicionalmente que el componente B del complejo altera directamente la funcion,
expresion génica o viabilidad de una célula de un modo terapéutico y mas particularmente inactiva
moléculas responsables de la biosintesis de proteinas o activa componentes de la apoptosis inherente
de células, induciendo la apoptosis en células definida mediante la unién del componente A. El
componente B del domino de destruccion de células tiene propiedades citotoxicas o es al menos un
miembro de enzimas de ribosilacién de ADP, tales como la Exotoxina A de Pseudomonas, la toxina de
Difteria, Cdlera o Pertussis, Botulismo o un miembro las proteinas inactivadotas de ribosomas tales
como Diantina, Saporina, Briodina, Gelonina, Ricina, Abrina, Proteina Antiviral de Phytolacca
americana (PAP) o Restrictocina, o es un miembro de las ARNasas (Fosfodiesterasas) tales como la
ARNasa seminal Bovina, ARNasa A Bovina, ARNasa pancreatica Bovina, Angiogenina, Neurotoxina
derivada de Eosindfilos (EDN), Proteina Catidnica Eosinofilica (ECP), Onconasa o Lectina de la Rana
Toro o es un miembro de las enzimas activadoras de profarmaco, tales como Caliqueamicina, Glucosa
Oxidasa, Carboxipeptidasa, Fosfatasa Alcalina, Citosinadesaminasa, beta-Glucosidasa, beta-
Glucuronidasa, beta-Lactamasa, Nitroreductasa, Timidincinasa o Purina Nucleésido Fosforilasa, o es
un miembro de la familia de la catepsina proteasa, o un miembro de las calpainas, o un miembro de
las granzimas o cualquier derivado de las proteinas que se han mencionado anteriormente o una
combinacion de las mismas. En una realizacion adicional, el componente complementario C del
complejo de la presente invencion regula la expresion del gen o los genes que codifican el complejo. El
componente C puede permitir la purificacion del complejo o sus componentes, respaldar la retirada
proteolitica del componente A del componente B o la internalizacién del componente B en la célula
diana o la translocacién del componente B a un compartimento subcelular y/o permitir la activacion
intracelular del componente B.

La presente invencion se refiere al complejo monovalente m22(scFv)-ETA’ (SEC ID N°: 7) y al
complejo bivalente m22(scFv),-ETA’ (SEC ID N°: 8). Ademas, las moléculas de acido nucleico, ADN
y/lo ARN que codifican cualquiera de dichos complejos o los componentes individuales para la
preparacion de tal complejo son realizaciones de la presente invencién; en particular los acidos
nucleicos con las SEC ID N° 5y 6 que codifican el complejo monovalente m22(scFv)-ETA’ (SEC ID
N°: 7) y el complejo bivalente m22(scFv),-ETA’ (SEC ID N°: 8), respectivamente. También los vectores
gque comprenden dichas moléculas de acido nucleico son realizaciones de la presente invencion.

Son realizaciones adicionales células u organismos no humanos que sintetizan dichos complejos, que
se pueden obtener mediante la transformacion o transfeccion de células u organismos no humanos
con las moléculas de acido nucleico o vectores de las realizaciones que se han descrito anteriormente.
Los organismos o células de acuerdo con la presente invencion son procariotas, tales como E. coli, B.
subtilis, S. carnosus, S. coelicolor o Marinococcus sp., eucariotas inferiores tales como
Saccharomyces sp., Aspergillus sp., Spodoptera sp. o P. pastoris. También es una realizacion de la
presente invencién un medicamento que contiene el complejo, moléculas de acido nucleico, vectores,
células/extractos celulares u organismo u organismos unicelulares, tales como procariotas y/o
eucariotas inferiores o extractos de cualquiera de los organismos de la presente invencion. Una
realizacion adicional es el uso del complejo de la presente invencién, de las moléculas de acido
nucleico y/o los vectores para influir en el crecimiento celular y la fisiologia de células positivas a
CD64; para que las células se pongan en contacto con el complejo y/o las moléculas de acido nucleico
0 vectores, opcionalmente en presencia de agentes de transfeccion/transduccion para proteinas o
acidos nucleicos, ya que son bien conocidos por el experto en la materia. Una realizacion adicional es
el uso del complejo, de las moléculas de acido nucleico que codifican el mismo, de los vectores y/o de
las células u organismos para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de leucemia
mieloide aguda, reacciones de inflamacion crénica, tales como: enfisema, asma intrinseca y
extrinseca, dermatitis atépica, erupcion polimorfa luminica, LES; injerto contra huésped, esclerosis
multiple, sindrome de activacion de macrofagos, artritis reumatoide, artritis juvenil; enfermedad de
Crohn y enfermedad intestinal crénica. Una realizacion adicional de la presente invencion es un
procedimiento para influir en el crecimiento celular y fisiologia de células CD64" que comprende las
siguientes etapas: (a) poner en contacto las células, tejido aislado u 6rganos aislados con el complejo;
o (b) transfectar las células, tejido aislado u drganos aislados con las moléculas de &cido nucleico.
Ademas, la presente invencién comprende un procedimiento para producir el complejo recombinante
de la invencion que comprende las siguientes etapas: transformar/transfectar células, microorganismos
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tales como bacterias, hongos y/o ciliados con las moléculas de acido nucleico o vectores que codifican
el complejo recombinante o componentes del mismo; (b) cultivar las células y/u organismos de la
etapa (a) en condiciones adecuadas para la expresion génica y sintesis de proteinas para acumular el
complejo recombinante intracelularmente o en el medio de cultivo circundante; y (c) aislar y purificar el
complejo recombinante de la etapa (b).

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: Clonacién de m22(scFv)-ETA’ y m22(scFV),-ETA'. (a) amplificacion por PCR de m22(scFv)
(M, escalera de 100 pb; carril 1-4, m22(scFv) (852 pb); C, control negativo) (b) Estructura esquematica
de la region codificante de m22(scFv)-ETA’ monovalente y de m22(scFV),-ETA’ bivalente en el vector
de expresion de E. coli pET27b. El moédulo de expresion estd compuesto del operador lac de T7
inducible por IPTG, el péptido sefial de la pectato liasa de Erwinia carotovora-(pelB), una agrupacion
de Hisyo escindible por enterocinasa y sintética (Etiqueta His), el scFv m22 anti-CD64 y la region
codificante de ETA'.

Figura 2: Expresion bacteriana y purificacion de las proteinas m22(scFv)-ETA’ y m22(scFv),-ETA’; (a)
proteina m22(scFv)-ETA’ después de IMAC y SEC como se documenta después de SDS-PAGE al
10% (p/v) y tincion con Coomassie; 1, m22(scFv)-ETA’ (67 kDa); M, Marcador Pre-tefiido (Bio-Rad) (b)
Inmunotransferencia tefiida con el Acmo anti-ETA’ TC-1 (la identificacion del carril se corresponde con
el panel 2a); (c) proteina m22(scFv),-ETA’ después de NiINTA y SEC como se documenta después de
SDS-PAGE, Transferencia de Western y tincién con Coomassie; M, Marcador; 1, m22(scFv),-ETA’ (~
100 kDa).

Figura 3: Comparacion de eficacia de inmunotoxinas CD64 en la destruccion in vivo de macrofagos
inflamatorios dérmicos murinos. Se ilustran la toxina recombinante tanto monovalente como bivalente y
el anticuerpo H22 completo unido quimicamente a Ricina-A. El eje vertical muestra el porcentaje de
destruccion en comparacién con sitios inyectados con placebo y el eje horizontal contiene las
diferentes concentraciones molares usadas con referencia al resto de toxina.

Figura 4: Propiedades de unién de la inmunotoxina anti-CD64 recombinante m22(scFv)-ETA'. (a)
Unién de m22(scFv)-ETA’ a membranas de células negativas a CD64 L540Cy y membranas de células
obtenidas de AML positivas a CD64 HL-60 documentado por CM-ELISA. (b) Unién de m22(scFv)-ETA’
a células positivas a antigeno mediante flujo o con PBS como un control negativo. A. Citometria de
células L540Cy. Las células se tifieron con inmunotoxina purificada tefiida con inmunotoxina especifica
de CD64. B. células HL-60 tefiidas con inmunotoxina especifica de CD64. (c) Documentacion de la
actividad de unidn especifica de m22(scFv)-ETA’ usando un CM-ELISA con diferentes diluciones de
Acmo m22 para la competicion. La unién de m22(scFv)-ETA’ se detectd mediante el Acmo anti-His
conjugado con peroxidasa. Se presentan los datos de tres experimentos independientes.

Figura 5: (a) Inhibicién del crecimiento de lineas celulares obtenidas de AML después de la incubacion
con el m22(scFv)-ETA’ monovalente como se documenta mediante ensayos de viabilidad celular (18).
(a) Se trataron HL-60 (CD64") o L540Cy (CD64) y (b) U937 (CD64") o IIA1.6 (CD64") con diversas
diluciones de inmunotoxina anti-CD64 recombinante. Se trataron HL-60, U937 (-) o L540Cy, IIA1.6 (---)
con m22(scFv)-ETA', y su capacidad de metabolizar el XTT a una sal de formazano soluble en agua
(formada mediante actividad de deshidrogenasa mitocondrial) se midié como absorbancia a 450 y 650
nm. Las mediciones se realizaron por triplicado. Los resultados se presentan como porcentaje de
células de control no tratadas. (d) y (€) muestran la inhibicion del crecimiento de la linea celular
mieloide promielocitica aguda HL6E0 y las lineas celulares de linfoma histiocitico U 937 después de la
incubacion con el m22(scFv),-ETA’ bivalente como se documenta mediante ensayos de viabilidad
celular (18). En (d) y (e) se trataron HL60 (CD64") o U937 (CD64") con ITr y su capacidad de
metabolizar el XTT a una sal de formazano soluble en agua (formada mediante actividad de
deshidrogenasa mitocondrial) se midi6 como absorbancia a 450 y 650 nm (longitud de onda de
referencia) en un ensayo de viabilidad celular (18). Las mediciones se realizaron por triplicado. Los
resultados se presentan como el porcentaje de células de control no tratadas. La actividad citotdxica
de m22(scFv),-ETA’ (-) sobre células HL60, U397 (----) y células L540Cy (CD64") se usaron como
controles negativos (no mostrado, ~100% de viabilidad). Las mediciones se realizaron de nuevo por
triplicado. Presentar ecuacion en el gréfico U 937; y = -7,7304Ln(x) + 30,976; Presentar valor de R
cuadrado en el grafico R2 = 0,9941; Presentar ecuacion en el grafico HL 60; y = - 8,2582Ln(x) +
28,482; Presentar valor de R cuadrado en el grafico R2 = 0,9774; Cls, de m22(scFv),-ETA’ = HL60
11,715 ng/ml; U937 13,54 ng/ml

Figura 6: Analisis de citometria de flujo de apoptosis inducida en células de AML obtenidas de
pacientes nuevas mediante la inmunotoxina anti-CD64 recombinante m22(scFv)-ETA’. (a) Union de
m22(scFv)-ETA’ (lineas negras transparentes) a células primarias. Las células se tifieron con Anexina-
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V-FITC y PI simultaneamente. (b) Tratamiento de células de AML tanto CD64 como CD64" derivadas
de paciente primario con 100 ng/ml de m22(scFv)-ETA’. Los nimeros en el cuadrante derecho inferior
y superior de cada gréafico representan el porcentaje de células en apoptosis temprana (AnnV+/PI-) y
apoptosis tardia/necrosis (AnnV+/Pl+) respectivamente. Los datos son representativos de tres
experimentos separados realizados con estas muestras.

Figura 7: Cebadores usados para la construccion de inmunotoxinas anti-CD64.

Figura 8: Secuencia de acido nucleico de la construccion monovalente pBM-m22(scFv).
Figura 9: Secuencia de acido nucleico de la construccion bivalente m22(scFv),-ETA'.
Figura 10: Secuencia de aminoacidos de la construccion monovalente m22(scFv)-ETA'.
Figura 11: Secuencia de aminoacidos de la construccion bivalente m22(scFv),-ETA'.

Descripcion detallada de la invencién

El complejo de acuerdo con la invencion es el que se menciona en la reivindicacion 1.

El alcance de la presente invencion esta definido por las reivindicaciones y cualquier informacion que
no se incluya en las reivindicaciones se proporciona solamente como informacion.

Definiciones

Como se usa en el presente documento, el término “complejo” se refiere a moléculas lineales con
diferentes dominios; dicha molécula puede adoptar una estructura secundaria y terciaria; el término
“complejo” también comprende una estructura no lineal de orden superior compuesta de al menos dos
moléculas que solamente después de la interaccion forman la forma activa del complejo. La
interaccion puede dar como resultado un enlace covalente entre las al menos dos moléculas y/o las al
menos dos moléculas se estabilizan mediante enlaces no covalentes. La interaccion puede tener lugar
in vitro, es decir, en un tubo de ensayo u otro recipiente de laboratorio apropiado, uniendo
guimicamente las al menos dos moléculas o partes de las mismas y/o mediante la afinidad natural de
las al menos dos moléculas o partes de las mismas entre si. La interaccion también puede tener lugar
in vivo, es decir, en una célula o en un organismo, por lo que, por ejemplo, las enzimas celulares
catalizan la formacién de enlaces covalentes y/o enlaces no covalentes.

Como se usa en el presente documento, el término “inmunotoxina” se refiere a moléculas quiméricas
en las que un anticuerpo monoclonal de uniéon a células o fragmentos del mismo se acoplan
guimicamente o fusionan genéticamente a toxinas o0 sus subunidades. La parte de toxina de la
inmunotoxina se puede obtener de diversas fuentes, tales como bacterias, hongos, plantas o animales.
También se pueden usar toxinas de origen humano o toxinas sintéticas (farmacos). Las inmunotoxinas
asi como su construccién se han revisado anteriormente y se conocen bien por el experto en la
materia.

Como se usa en el presente documento, la expresion “componente A” del complejo representa el
dominio de unién a CD64 del complejo de la presente invencién. Combinaciones de los mismos; el
mas preferido es un dominio de unién de una mayor valencia generado mediante la combinacién de al
menos dos de las moléculas de unién que se han mencionado anteriormente.

Como se usa en el presente documento, el término “anticuerpo” se refiere a anticuerpos policlonales,
anticuerpos monoclonales, anticuerpos humanizados, anticuerpos de cadena sencilla y fragmentos de
los mismos, tales como Fab, F(ab’)2, Fv y otros fragmentos que conservan la funcién de unién a
antigeno y especificidad del anticuerpo parental.

Como se usa en el presente documento, la expresiéon “anticuerpo monoclonal” se refiere a una
composicién de anticuerpos que tiene una poblacién de anticuerpos homogénea. La expresion no esta
limitada con respecto a la especie o fuente del anticuerpo ni esta limitada por el modo en el que se
prepara. La expresion incluye inmunoglobulinas completas asi como fragmentos tales como Fab,
F(ab’)2, Fv y otros, que conservan la funcion de unién a antigeno y especificidad del anticuerpo. Se
pueden usar anticuerpos monoclonales de cualquier especie de mamifero en la presente invencion.
Sin embargo, en la practica los anticuerpos tipicamente seran de origen de rata o murino debido a la
disponibilidad de lineas celulares de rata o murinas para su uso en la preparacion de las lineas
celulares hibridas requeridas o hibridomas para producir anticuerpos monoclonales.

Como se usa en el presente documento, la expresion “anticuerpos humanos” significa que las regiones
marco conservadas de una inmunoglobulina se obtienen de secuencias de inmunoglobulina humanas.
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Como se usa en el presente documento, la expresion “fragmentos de anticuerpo de cadena sencilla”
(scFv) se refiere a anticuerpos preparados determinando los dominios de unién (entre cadenas tanto
pesadas como ligeras) de un anticuerpo de unién y suministrando un resto de engarce que permite la
conservacion de la funcién de unién. Esto forma, en esencia, un anticuerpo radicalmente abreviado,
gue tiene solamente la parte del dominio variable necesaria para la unién al antigeno. La
determinacion y construccion de anticuerpos de cadena sencilla se describen en la Patente de Estados
Unidos N° 4.946.778 de Ladner y col.

El resto de “toxina”, también denominado en el presente documento “dominio de destruccién de
células” del complejo es parte del “componente B” de la presente invencion y es la Exotoxina A de
Pseudomonas.

Como se usa en el presente documento, el término “CD64" se refiere a una molécula de superficie
humana como se ha revisado anteriormente de forma extensa. Para fines de inmunizacion se puede
preparar el antigeno CD64 mediante cualquier técnica conocida en la materia.

Los anticuerpos para CD64 humanos se conocen en la técnica. La presente invencion también
contempla un nuevo uso de derivados recombinantes de tales anticuerpos como se ha detallado
anteriormente.

Como alternativa se pueden producir anticuerpos monoclonales anti-CD64 humano usando el antigeno
CD64 como un inmundgeno, a condicion de que esté disponible un ensayo de exploracion que distinga
anticuerpos dirigidos contra otros antigenos presentes en la composicién inmunégena. También se
pueden usar fracciones de células o de membrana que contienen la molécula de interés como
inmundgenos para conservar las restricciones conformacionales proporcionadas por un entorno de
membrana. La inmunizacién de animales con células completas o fracciones de las mismas
habitualmente produce una fuerte respuesta inmune, que genera anticuerpos para un gran ndmero de
diferentes moléculas. Esta amplia respuesta inmune impide el uso de células CD64" en combinacion
con el antigeno CD64 purificado en la exploracién posterior para la produccion de anticuerpos
especificos mediante clones de hibridoma obtenidos de células de bazo o linfocitos de ratén.

A continuacién se exponen técnicas generales para generar sueros policlonales y anticuerpos
monoclonales:

a) Sueros Policlonales

Se pueden preparar sueros policlonales mediante procedimientos convencionales. En general, una
solucion que contiene el antigeno CD64 se usa en primer lugar para inmunizar un animal adecuado,
preferentemente un ratén, rata, conejo o cabra. Se prefieren los conejos y las cabras para la
preparacion de sueros policlonales debido al volumen de suero obtenible y la disponibilidad de
anticuerpos anti-conejo y anti-cabra marcados. La inmunizacion se realiza generalmente mezclando o
emulsionando la solucién que contiene antigenos en solucién salina, preferentemente en un adyuvante
tal como el adyuvante completo de Freund e inyectando la mezcla o emulsion por via parenteral
(generalmente por via subcutanea o por via intramuscular). Tipicamente es suficiente una dosis de 50-
200 pgfinyeccion. La inmunizacién generalmente se refuerza 2-6 semanas mas tarde con una o mas
inyecciones de la proteina en solucidon salina, usando preferentemente adyuvante incompleto de
Freund. Se pueden generar como alternativa anticuerpos mediante inmunizacién in vitro usando
procedimientos conocidos en la técnica, que para los fines de la presente invencion se considera
equivalente a la inmunizacién in vivo.

Los antisueros policlonales se obtienen extrayendo sangre del animal inmunizado a un recipiente de
vidrio o plastico, incubando la sangre a 25°C durante una hora, seguido de incubacién a 4°C durante 2-
18 horas. El suero se recupera mediante centrifugacion (por ejemplo, 1000 g durante 10 minutos). Se
pueden obtener aproximadamente 20-50 ml por extraccion de sangre de los conejos.

b) Anticuerpos Monoclonales

Se preparan anticuerpos monoclonales usando el procedimiento de Kohler y Milstein, Nature (1975)
256: 495-96 o una modificacion del mismo. Tipicamente se inmuniza un ratén o una rata como se ha
descrito anteriormente. Sin embargo, en lugar de extraer sangre del animal para extraer el suero se
extrae el bazo (y opcionalmente varios ganglios linfaticos grandes) y se disocia en células individuales.
Si se desea, las células del bazo se pueden explorar (después de la retirada de células no
especificamente adherentes) aplicando una suspension celular a una placa o pocillo revestido con el
antigeno proteico. Los linfocitos B que expresan inmunoglobulina unida a membrana especifica para el
antigeno se unen a la placa y no se eliminan mediante enjuagado con el resto de la suspension. Los
linfocitos B resultantes o todas las células del bazo disociadas después se inducen para fusionarse
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con células de mieloma para formar hibridomas y se cultivan en un medio selectivo (por ejemplo,
medio de hipoxantina, aminopterina, timidina, “HAT"). Los hibridomas resultantes se siembran
mediante dilucion limitante y se ensayan para la produccion de anticuerpos que se unen
especificamente al antigeno de superficie celular inmunizante deseado (y que no se une a antigenos
no relacionados). Después los hibridomas secretantes de Acm seleccionados se cultivan in vitro (por
ejemplo, en matraces de cultivo tisular o reactores de fibra hueca) o in vivo (como ascitis en ratones).

Como se usa en la presente invencion, el término “recombinante” se refiere a fusiones de la parte de
anticuerpo con la parte de toxina mediante medios recombinantes tales como mediante la produccién
de anticuerpos de cadena sencilla que se expresan recombinantemente como parte de una cadena
polipeptidica méas larga que también contiene una parte de toxina. La inmunotoxina recombinante
producida de este modo se puede aislar mediante cualquier técnica conocida en el campo de la
tecnologia de expresion de ADN recombinante adecuada para este fin.

Como se usa en el presente documento, el término “vector” puede comprender un plasmido, un
cosmido, un fago, fagémido, derivados de los mismos o un virus. Un “vector” se puede usar de forma
circular o linealizada; un “vector” se puede usar como ADN o ARN.

Como se usa en el presente documento, el término “organismo” se refiere a procariotas y eucariotas,
unicelulares y multicelulares. “Eucariota” de acuerdo con la presente invencion incluye eucariotas
inferiores, tales como hongos, vertebrados tales como mamiferos (humanos y no humanos, incluyendo
roedores, etc.), aves y peces, invertebrados tales como gusanos e insectos, plantas, etc. “Célula
eucariota” de acuerdo con la presente invencion se refiere a células y cultivo celular obtenidos de los
anteriores organismos, incluyendo células madre.

Para expresar el complejo recombinante, el polipéptido de fusion de anticuerpo de cadena sencilla-
resto de toxina (también denominado “inmunotoxina recombinante”) de la presente invencién en
bacterias tales como E. coli, o en levaduras tal como en S. cerevisiae, huéspedes invertebrados tales
como células de insecto, células de Ovario de Hamster Chino (CHO), COS, BHK, 293T y MDCK se
realizan las siguientes etapas:

Transformacion o transfeccion de un huésped celular apropiado con un vector recombinante, en el que
se ha insertado una secuencia de nucleétidos que codifica la proteina de fusién bajo el control de los
elementos reguladores apropiados, particularmente un promotor reconocido por las polimerasas del
huésped celular y, en el caso de un huésped procariota, un sitio de union a ribosoma (RBS) apropiado,
gue permite la expresién en dicho huésped celular de dicha secuencia de nucleétidos.

Como se usa en el presente documento, se tiene que entender que la expresion “destruccion de
células que expresan CD64" implica una inhibicion de la sintesis de proteina o induccién de apoptosis
dando como resultado la eliminacion o muerte de estas células; se pueden emplear diversos
mecanismos moleculares; por ejemplo, se pueden usar mecanismos que alteran la funcion de una
célula, los que alteran el patron de expresion génica de una célula o los que afectan directamente a la
viabilidad de una célula.

Como se usa en el presente documento, la expresion “células que expresan CD64" se refiere a células
con CD64 como antigeno de superficie. CD64 se expresa principalmente en monocitos, macréfagos y
células presentadoras de antigenos (APC). Se puede considerar cualquier tipo de célula que exprese
CD64 para el tratamiento con las inmunotoxinas recombinantes o composiciones que comprendan las
mismas de la presente invencion.

La invencion también se refiere a moléculas de acido nucleico o vectores que codifican el complejo de
acuerdo con la invencién o componentes individuales para preparar el complejo.

También se reivindican células y/u organismos que sintetizan los complejos completos de acuerdo con
la invencion o componentes individuales de los mismos después de transformarse o transfectarse con
las moléculas de &cido nucleico o vectores de acuerdo con la invencion.

Los organismos de acuerdo con la invencion son de origen procariota, especialmente E. coli, B.
subtilis, S. carnosus, S. coelicolor, Marinococcus sp. 0 eucariotas inferiores, especialmente
Saccharomyces sp., Aspergillus sp., Spodoptera sp., P. pastoris.

La invencién también se refiere a medicamentos que comprenden un complejo de acuerdo con la
invencion; la invencién se refiere ademas a medicamentos que comprenden un acido nucleico que
codifica dicho complejo o células y/o extractos celulares que comprenden el acido nucleico y/o dicho
complejo. Tipicamente los complejos, &cidos nucleicos, células o extractos celulares de acuerdo con la
invencion se administran en formas de dosificacion fisioldgicamente aceptables. Estas incluyen, por
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ejemplo, tampones Tris, NaCl, fosfato y todos los sistemas de tampdn aprobados, que incluyen
especialmente sistemas de tampon que se caracterizan por la adicion de estabilizadores de proteina
aprobados. La administracibn se realiza, en particular, mediante administracion parenteral,
intravenosa, subcutanea, intramuscular, intratumoral, transnasal y mediante aplicacién a través de la
mucosa.

La dosificacion de los complejos de acuerdo con la invencién a administrarse tiene que establecerse
para cada aplicacion en cada enfermedad a tratar de forma reciente mediante estudios clinicos de fase
| (estudios de escalado de dosis).

Los acidos nucleicos o vectores que codifican un complejo de acuerdo con la invencion se administran
ventajosamente en formas de dosificacion fisiolégicamente aceptables. Estas incluyen, por ejemplo,
tampones Tris, NaCl, fosfato y todos los sistemas de tampdn aprobados, que incluyen especialmente
sistemas de tampon que se caracterizan por la adiciéon de estabilizadores aprobados para los acidos
nucleicos y/o vectores a usar. La administracion se realiza, en particular, mediante administracion
parenteral, intravenosa, subcutanea, intramuscular, intratumoral, transnasal y mediante aplicacion a
través de la mucosa.

El complejo de acuerdo con la invencién, las moléculas de acido nucleico que codifican el complejo o
componentes del mismo, células y/o extractos celulares que comprenden el complejo y/o &cidos
nucleicos que codifican el complejo o componentes del mismo se pueden usar para la preparacion de
un medicamento para tratar leucemia mieloide aguda y reacciones de inflamacion crénica. En
particular, dicho medicamento es Util para el tratamiento de reacciones de inflamacién croénica, tales
como enfisema, asma intrinseca y extrinseca; dermatitis atopica, erupcién polimorfa luminica, LES,
injerto contra huésped, esclerosis multiple, sindrome de activacion de macréfagos, artritis reumatoide,
artritis juvenil, enfermedad de Crohn y enfermedad intestinal crénica, etc.

Ejemplos
Procedimientos

Cepas bacterianas, oligonucleétidos y plasmidos

Se us6 E. coli XL1-blue (supE44 hsdR17 recAl endAl gyr A46 thi relAl lacF’[pro AB+ lacl? lacZAM15
Tn10(tet")]) para la propagacion de plasmidos y E. coli BL21 Star™ (DE3) (F ompT hsdSB(rBmB’) gal
dcm rnel31 DE3) como huésped para la sintesis de inmunotoxinas recombinantes. Se sintetizaron
oligonucleotidos sintéticos por MWG Biotech (Ebersberg, Alemania). El vector de expresion bacteriano
pBM1.1 se obtiene del plasmido pET27b (Novagen, Madison, EE.UU.) y se usa para la fusion N-
terminal de ligandos de Sfi I/Not | al mutante de delecion modificado de Exotoxina A de Pseudomonas
aeruginosa (20). Se prepararon plasmidos mediante el procedimiento de lisis alcalina y se purificaron
usando los kits de preparacién de plasmidos de Qiagen (Hilden, Alemania). Se separaron los
fragmentos de restriccion o productos de PCR mediante electroforesis en gel de agarosa horizontal y
se extrajeron con QIAquick (Qiagen). Todos los procedimientos de clonacién convencionales se
realizaron como se describe por Sambrook y col. (17).

Muestras de pacientes y lineas celulares

Se obtuvieron muestras de sangre periférica heparinizadas de un paciente adulto con AML después
del consentimiento informado y con la aprobacién del comité de ética de investigacion clinica de la
Universidad de Aachen. Se aislaron células mononucleares (MNC) mediante centrifugacion en
gradiente de baja densidad < 1,007 g/ml) usando el medio de separacion Ficoll-Paque PLUS™
(Amersham Biosciences, Freiburg, Alemania). Todas las lineas celulares que incluian las lineas
celulares obtenidas de AML CD64" HL-60 (proporcionada por T. Thepen, Utrecht, Paises Bajos) y
U937 (DSMZ; Coleccién Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares) y L540Cy (16) y 1IA1.6
CD64- (proporcionado por T. Thepen) se cultivaron en medio completo (RPMI 1640) complementado
con suero fetal bovino (FCS) inactivado por calor al 10% (v/v) 50 pg/ml de penicilina, 100 pg/ml de
estreptomicina y L-glutamina 2 mM. Todas las células se cultivaron a 37°C en una atmésfera de aire
de CO, al 5% (16).

Construccion y expresion de m22(scFv)-ETA’ y m22(ScFv),-ETA’

El gen de m22(scFv) se amplificé del plasmido que lleva m22 (proporcionado amablemente por T.
Thepen) mediante PCR usando el cebador oligonucleotidico m22(scFv)Iinverso: 5-ATG-GCT-CAG-
GGT-GCG-GCC-CAG-CCG-GCC-ATG-GCC-CAG-GTG-CAG-CTG-GTG-G (SEC ID No: 1); letras en
negrita: sitio consenso de Sfi I; en cursiva: regién 5 de m22(scFv); y el cebador oligonucleotidico
m22(scFv)Directo: 5-GAG-TCA- TTC-TCG-ACT-TGC-GGC-CGC-TTT-GAT-CTC-CAG-CTT-GGT-CC
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G (SEC ID Ne: 2); letras en negrita: sitio consenso de Not I; en cursiva: region 3' de m22(scFv).
Después de la digestion con Sfi I/Not | el fragmento de PCR se cloné en el vector de expresion
bacteriano pBM1.1 (16) y se digiri6 con las mismas enzimas de restriccion. La construccion
monovalente (scFv) resultante pBM-m22(scFv) (SEC ID N° 5) se verific6 mediante andlisis de
secuencia de ADN. Para la construccion de la inmunotoxina m22(scFV),-ETA’ bivalente (SEC ID N°:
6), el m22(scFv) se amplificd6 mediante PCR con el cebador m22(inverso): 5- GAG-CCC-AAG-CTT-
ATG-GCC-CAG-GTG-CAG-CTG-GTG G (SEC ID Ne: 3); letras en negrita: sitio consenso de Hindlll;
en cursiva: region 5’ de m22(scFv); y con el cebador m22Directo: 5'-GCA-ACT-GCG-GCC-GGC-TGG-
GCC-gcce-gge-tgg-gec-gac-gag-cca-ccg-cca-ccT-TTG-ATC-TCC-AGC-TTG-GTC-CCT-TG G (SEC ID
N°: 4); letras en negrita: sitio consenso de Sfi I; letras subrayadas: regién de engarce; en cursiva:
region 5’ de m22(scFv). Después de la digestion con Hindlll/Sfil el fragmento de PCR se cloné en pBM-
m22(scFv), se digirid6 con los mismos sitios de restriccion para obtener la construccion bivalente
m22(scFv),-ETA’ (SEC ID N°: 6). Después de la transformacién en BL21 Star™ (DE3), las proteinas
de fusibn m22(scFv)-ETA (SEC ID N° 7) y m22(scFv),-ETA’ (SEC ID N°: 8) se expresaron
periplasmicamente con estrés osmotico en presencia de solutos compatibles, como se describe por
Barth y col, (16). En resumen (la siguiente seccidon “Expresion periplasmica y purificacion del
m22(scFv),-ETA’ recombinante” proporciona una descripcion mas detallada del procedimiento), se
recogieron bacterias transformadas 15 h después de la induccion mediante IPTG. El sedimento
bacteriano se resuspendié en tampén de sonicacion (Tris/HCI 75 mM (pH 8), NaCl 300 mM, 1 capsula
de inhibidores de proteasa/50 ml (Complete™, Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania), DTT 5 mM,
EDTA 10 mM, glicerol al 10% (v/v)) a 4°C y se sonic6 6 veces durante 30 s a 200 W. Las proteinas de
fusion m22(scFv)-ETA’ (SEC ID N°: 7) se enriquecieron mediante IMAC (cromatografia de afinidad por
iones metalicos inmovilizados) usando columnas de Sepharose quelante de niquel-nitriloacético
(Qiagen) y SEC (cromatografia de exclusion por tamafio) con Bio-Prep SE-100/17 (Biorad, Miinchen,
Alemania) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La proteina recombinante se eluy6 con PBS
(pH 7,4) y NaCl 1 M, se analiz6 mediante electroforesis en gel de dodecilsulfato sédico/poliacrilamida
(SDS-PAGE), se cuantifico mediante densitometria (Densitbmetro GS-700 Imaging; Biorad) después
de tincion con Coomassie en comparacion con patrones de BSA (figuras 2a y 2b) y se verificd
mediante ensayos de Bradford (Biorad).

Expresién periplasmica y purificacion del m22(scFv),-ETA’ recombinante

Expresion Periplasmica y Purificacion del m22(scFv),-ETA’ recombinante. Se expresaron IT
recombinantes (ITr) bajo el control del promotor lac de T7 inducible mediante IPTG en E. coli BL21
(DE3) como se ha descrito recientemente (1). En resumen se cultivaron bacterias durante una noche a
26°C en Terrific Broth (30) que contenia 50 pg/ml de kanamicina y ZnCl, 0,5 mM. El cultivo se diluyé
30 veces en 200 ml del mismo medio. A una Agy de 2 se complemento con sorbitol 0,5 M, NaCl al 4%
y glicina betaina 10 mM y se incub6 a 26°C durante 30-60 min adicionales. La expresion de ITr se
indujo mediante la adicién de IPTG 2 mM a 26°C. Mas tarde (15 h), las células se recogieron mediante
centrifugacién a 3.700 g durante 10 min a 4°C. Para todas las demas etapas, los tubos se mantuvieron
en hielo. El sedimento bacteriano se centrifugd y se determind su peso himedo. Las células se
congelaron a -196°C. Después de la descongelacion, las células se resuspendieron en Tris-HCI 75 mM
(pH 8), NaCl 300 mM, 1 capsula de inhibidores de proteasa/50 ml (Complet, Roche Diagnostics,
Mannheim, Alemania), DTT 5 mM, EDTA 10 mM vy glicerol al 10% (v/v) y se sonicaron seis 6 veces
durante 30 s a 200 W. La fraccién periplasmica se recuperé después de centrifugacion a 21.000 g
durante 5 min a 4°C y se transfirié6 a PBS (pH 8), NaCl 300 mM y glicerol al 10% usando columnas de
precipitacion salina PD10 (Pharmacia, Freiburg, Alemania). La ITr se purificéd parcialmente mediante
cromatografia de afinidad por iones metalicos inmovilizados que contenia Sepharose quelante de
niquel-acido nitriloacético (Qiagen) en una Akta FPLC (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia). La
proteina unida se eluy6 con imidazol PBS 500 mM (pH 8), NACI 1 My glicerol al 10%. Las fracciones
que contenian el m22(scFv),-ETA’ bivalente se combinaron, concentraron mediante ultrafiltraciéon y se
purificaron finalmente usando SEC con columnas HI-Prep 26/60 Sephacryl S100 (Pharmacia Biotech,
Uppsala, Suecia) en la estacion de trabajo Akta FPLC. La proteina se eluy6 con PBS (pH 7,4), se
analiz6 mediante SDS-PAGE, se cuantificd después de la tincion con Coomassie en comparacion con
patrones de BSA (figura 2 ¢) y se verific6 mediante ensayos de Bradford (Bio-Rad).

SDS-PAGE vy Analisis de Transferencia de Western

Se realizaron SDS-PAGE vy transferencia de Western como se ha descrito (16). Se detectdé m22(scFv)-
ETA’ (SEC ID N°: 7) mediante el Acmo anti-ETA’ TC-1 (20) (proporcionado amablemente por O. R.
Galloway, Columbus, Ohio). Se tifié el anticuerpo unido con un Acmo anti-IgG de raton conjugado con
fosfatasa alcalina (Sigma Chemical Co., Deisenhofen, Alemania) y una solucién de Tris-HCI (pH 8,0) y
0,2 mg/ml de naftol-AS-Bi-fosfato (Sigma Chemical Co.) mas 1 mg/ml de Fast-Red (Serva, Heidelberg,
Alemania).

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2358022 T3

ELISA de membrana celular (CM)

Se determind la actividad de unién de las proteinas de fusion m22(scFv)-ETA’ (SEC ID N°: 7) y
m22(scFv),-ETA’ (SEC ID N°: 8) mediante CM-ELISA usando membranas biolégicamente activas de
células tumorales como se describe por Tur y col. (19) (Placas de ELISA Maxisorp (Nalgen Nunc
International, Roskilde, Dinamarca) se revistieron con 100 ul (aproximadamente 0,9 mg de proteina/ml)
de fracciones de membrana preparadas recientemente de lineas celulares CD64" HL-60/U-937 y L-
540Cy como control en tampén bicarbonato 0,02 M (pH 9,6) durante una noche a 4°C. Las placas se
lavaron cinco veces con PBS (pH 7,4) que contenia Tween 20 (TPBS) al 0,2% y se bloguearon con
200 pl de BSA al 2% en PBS (PBSA). Después de incubacion durante una noche a 4°C, las placas se
lavaron cinco veces con TPBS y 2-10 pg/ml de m22(scFv)-ETA’ (SEC ID N°: 7) diluido con BSA al
0,5% y Tween 20 al 0,05% en PBS se afiadi6 a las placas y se incub6 a temperatura ambiente TA
(23°C) durante 1 h. Después de esto, las placas se lavaron y se detecto la uniéon de la inmunotoxina
recombinante con el Acmo anti-ETA’ TC-1 y fragmentos F(ab’)2 de IgG de cabra anti-ratén acoplada a
peroxidasa (Boehringer, Ingelheim, Alemania) de acuerdo con las recombinaciones del fabricante. Los
anticuerpos unidos se visualizaron después de la adicion de 100 pl de solucion de acido 2',2’-azino-
bis(3-etilbenztiazolina-6-sulfénico) (ABTS®) (Roche Molecular Biochemical's, Mannheim, Alemania)
midiendo la extincion a 415 nm con un Lector de ELISA (MWG Biotech).

Especificidad de Unién

La especificidad de union de las inmunotoxinas recombinantes se ensayd mediante CM-ELISA
siguiendo el protocolo que se ha descrito anteriormente usando el Acmo m22 para la competicion
(Acris, Bad Nauheim, Alemania). En resumen se revistieron placas de ELISA Maxisorp con fracciones
de membrana de células HL-60 positivas a CD64. Después del blogueo, las placas se incubaron con
una concentracion fija (~35 pg/ml) de inmunotoxina recombinante m22(scFv)-ETA’ (SEC ID N°: 7). Se
realizaron experimentos de competicion en presencia o ausencia de diferentes concentraciones (100
ng - 10 pg/ml) del Acmo m22. Se detectd la unién de m22(scFv)-ETA’ (SEC ID N°: 7) usando anti-His-
Peroxidasa (Roche Molecular Biochemical's) después de la adicion de ABTS.

Andlisis de citometria de flujo

Se evalug la actividad de unién celular de m22(scFv)-ETA’ (SEC ID N°: 7) y m22(scFv),-ETA’ (SEC ID
N°: 8) expresados en E. coli BL21 Star™ (DE3) usando un instrumento de citometria de flujo
FACSCalibur y software CellQuest (Becton Dickinson, Heidelberg, Alemania). Las células se tifieron
con inmunotoxina scFv como se ha descrito (25). En resumen se recogieron diez mil acontecimientos
por cada muestra y se realizaron andlisis de células intactas usando ventanas de dispersion
apropiadas para excluir restos celulares y agregados. Se incubaron 5 x 10° células durante 1 h en hielo
con 50 pl del extracto de proteina bacteriana m22(scFv)-ETA’ (SEC ID N°: 7) a una concentracion de
30-40 pg/ml. Las células se lavaron con tampon PBA que contenia BSA al 0,2% p/v y azida sédica al
0,05% p/v y después se incubaron durante 30 min con Acmo anti-TC-1 diluido 1:2 en tamp6n PBA. Las
células se lavaron e incubaron con IgG de cabra anti-ratbn marcado con fluoresceina-iso-tiocianato
(FITC) (DAKO Diagnostica, Hamburg, Alemania) durante 1 h a 4°C. Después de un lavado final, las
células se trataron con 2 pl de yoduro de propidio 6,25 mg/ml y posteriormente se analizaron mediante
FACS.

Ensayo de proliferacion celular colorimétrico

Se determind el efecto citotéxico de m22(scFv)-ETA’ (SEC ID N°: 7) sobre lineas celulares diana
mediante medicion de la metabolizacion de la sal de amarillo de tetrazolio (XTT) hasta un colorante de
formazano naranja soluble en agua como se publicé por (25). Se distribuyeron diversas diluciones de
la toxina recombinante en alicuotas de 100 pul en placas de 96 pocillos. Se afiadieron 2-4 x 10* células
diana en alicuotas de 100 ul de medio completo y las placas se incubaron durante 48 h a 37°C.
Después de esto, los cultivos celulares se pulsaron con 100 ul de medio de cultivo fresco
complementado con XTT/PMS (concentraciones finales de 0,3 mg y 0,383 ng respectivamente)
durante 4 h. Las absorbancias espectrofotométricas de las muestras se midieron a 450 y 650 nm
(longitud de onda de referencia) con un lector de ELISA (MWG Biotech). La concentracion requerida
para conseguir una reduccién del 50% de la sintesis de proteina (Clsg) con respecto a las células de
control no tratadas y controles positivos tratados con Triton X al 1% se calcul6 graficamente mediante
diagramas generados mediante Excel. Todas las mediciones se realizaron por triplicado.

Ensayo de citometria de flujo de la apoptosis

Se aislaron células mononucleares de muestras de sangre de pacientes mediante centrifugacion en
Ficoll-Paque. Se confirmd la expresién de CD64 de superficie celular mediante citometria de flujo
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usando la inmunotoxina m22(scFv)-ETA’ como se ha descrito anteriormente. Se sembraron
aproximadamente 5 x 10° células mononucleares/pocillo en placas de 12 pocillos de fondo plano en
RPMI 1640 complementado con FCS al 10% por triplicado. Se afiadieron 10 ng/ml de inmunotoxina a
cada pocillo y las células se cultivaron durante 18 h a 37°C y una atmésfera de aire de CO, al 5%. Se
detectaron las células apoptoticas usando un kit de deteccion de apoptosis de anexina V-FITC | (BD
Pharmingen, Heidelberg, Alemania). En resumen, las células enteras se tifieron simultaneamente con
Anexina V (AnnV) conjugada con FITC y Pl en PBS de acuerdo con el protocolo del fabricante. Se
analizaron diez mil células mediante citometria de flujo y se recontaron las subpoblaciones AnnV-/PI-,
AnnV+/Pl-, AnnV+/Pl+ y AnnV-/Pl+. Las células apopt6ticas tempranas se expusieron a fosfatidilserina
pero las membranas celulares intactas se unieron a Anexina V-FITC pero excluyeron PI. Por tanto, se
ha encontrado que las cuatro poblaciones de AnnV-/Pl-, AnnV+/Pl-, AnnV+/Pl+ y AnnV-/Pl+ se
corresponden con células vivas, células apoptéticas tempranas, células apoptoéticas tardias/necréticas
y células necréticas, respectivamente.

Induccion de inflamacién cutanea, inyecciones de inmunotoxina y biopsias

En todos los experimentos se usaron ratones FVB/N transgénicos que expresaban FcyRI humano.
Para inducir la inflamacién cutanea crénica se afeité un area de 1,5 por 1,0 cm en ambos flancos de
los ratones y se aplico diariamente el irritante lauril sulfato sodico (SLS) (al 5% en solucién salina) por
via epicutanea durante diez dias consecutivos. Los animales se anestesiaron con 20 pul de una mezcla
4:3 de Aescoket (Aesculaap, Gent, Bélgica) y Rompun (Bayer, Leverkusen, Alemania), inyectada por
via intramuscular. Se administraron inyecciones intradérmicas (10 pl; 10:1 en solucién salina; el
intervalo M en la figura 3 se refiere al resto de toxina) con las muestras de ensayo en diferentes
concentraciones. Para fines de control se administraron inyecciones de solucién salina idénticas por
via contralateral. Los animales se sacrificaron y se tomaron biopsias con troquel de 3 mm, se
congelaron instantdneamente en nitrégeno liquido y se almacenaron a -70°C antes de su uso.

Tincién de CD64 inmunohistoguimica

Las biopsias se cortaron en secciones de 6 um en un microtomo de congelaciéon y se montaron en
portaobjetos revestidos. Después del secado durante una noche, las secciones se fijaron durante 10
min con acetona seca y se secaron al aire. Los portaobjetos se incubaron con 10.1 (Serotec 1:40)
conjugado con FITC en PBS suero de raton normal (NMS) al 2% durante 45 min. Los portaobjetos se
lavaron tres veces durante 5 min con PBS, Tween al 0,05%, después de lo cual anti FITC de oveja
conjugado con fosfatasa alcalina (AP) (Boehringer Mannheim, 1:400) en PBS (suero AB Humano al
1%, NMS al 1% durante 30 min). Después del lavado dos veces en PBS/Tween y una vez en Tris-HCI
(0,1 M, pH 8,5) se demostré actividad de AP usando naftol AS-BI fosfato (sal sddica, 50 mg/100 ml;
Sigma) como sustrato y nueva fucsina (10 mg/100 ml; Merck, Whitehouse Station, N. J.) como
cromégeno disuelto en Tris-HCI 0,1 M, pH 8,5, dando como resultado una tincién rosa/rojo. Se inhibid
la actividad de AP enddégena mediante la adicion de levamisol (35 mg/100 ml, Sigma) a la mezcla de
reaccion. Los portaobjetos se sometieron a tincion de contraste ligeramente con hematoxilina. Las
secciones se puntuaron para células positivas por dos observadores independientes y se calculd el
porcentaje de la destruccion en comparacion con los sitios no inyectados.

Resultados

Construccion y expresion de m22(scFv)-ETA' y m22(scFv),-ETA’

Se insertaron direccionalmente m22(scFv) (figura 1a) y m22(scFv), amplificados mediante PCR en
pBML1.1 resistente a kanamicina que contenia un operador lac inducible por IPTG, un péptido sefial de
pe/B seguido de una etiqueta His,q escindible por enterocinasa y ETA’ modificada (figura 1b). El
dominio la delecionado de la Exotoxina de Pseudomonas responsable del reconocimiento celular no
especifico se sustituyé de este modo por m22(scFv) o m22(scFv),’ especifico de CD64. La clonacién
exitosa se verificé6 mediante andlisis de secuencia.

Después de la transformacion se cultivaron E. coli BL21 Star™ (DE3) en condiciones de estrés
osmoético en presencia de solutos compatibles. La inmunotoxina recombinante se dirigié al espacio
periplasmico y el m22(scFv)-ETA’ (SEC ID N°: 7) (M, 67.000) 0 m22(scFv),-ETA’ (SEC ID N°: 8) (M,
106.000) funcional se purificd directamente mediante combinaciones de IMAC y SEC hasta una pureza
de >90%. Al menos 1 mg de proteina purificada se prepar6 rutinariamente a partir de 1 | de cultivos de
agitacion bacterianos (figura 2a y 2c). Se secret6 inmunotoxina recombinante intacta al compartimento
periplasmico, como se visualiza mediante inmunotransferencia usando TC-1, un anticuerpo
monoclonal especifico de ETA’ (figura 2b).
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Propiedades de unién de inmunotoxina especifica de CD64

La fusion de las regiones codificantes de scFv a las secuencias codificantes de ETA’ truncadas no
afect6 a la actividad de union del formato de anticuerpo VH/VL. La inmunotoxina anti-CD64
recombinante purificada siempre se unia a fracciones de membrana celular de AML pero no a
membranas de L540Cy negativas a CD64 y células intactas correspondientes medido por CM-ELISA
(figura 4a) y citometria de flujo (figura 3b), respectivamente. La especificidad de CD64 se documentd
mediante experimentos competitivos de CM-ELISA: la union de m22(scFv)-ETA’ frente a fracciones de
membrana de HL-60 positivas a CD64 se inhibié ~70% por 10 pg/ml del Acmo m22 (figura 4c).

Actividad citotéxica in vitro

Para caracterizar la actividad citotoxica de la inmunotoxina anti-CD64 recombinante in vitro los
presentes inventores evaluaron la proliferacion de diferentes células diana después de la incubacion
con diferentes cantidades de m22(scFv)-ETA’ (SEC ID N°: 7). La inhibicién del crecimiento de lineas
celulares procedentes de AML HL-60 y U937 se documenté mediante un ensayo colorimétrico basado
en XTT. Se observaron efectos téxicos frente a células CD64" con una Cls, mediana calculada de 11,6
ng/ml en células HL-60 (figura 5a) y 12,9 ng/ml en células U937, respectivamente (figura 5b). La linea
celular obtenida de Hodgkin negativa a CD64 L540Cy no se vio afectada por las concentraciones de
proteina recombinante de hasta 10 pg/ml. Se realizaron experimentos analogos con la proteina
bivalente m22(scFv),-ETA (figura 5d y 5e). La Cls, en células HL-60 se determiné que era 11,715
ng/mly en células U937, 13,54 ng/ml.

Andlisis de la apoptosis en células de AML primarias

Los efectos de m22(scFv)-ETA’ sobre la induccién de la apoptosis en una poblacién preparada
recientemente de células de mieloma agudo de un paciente se examinaron mediante citometria de
flujo. El inmunofenotipado mostré ~90% de células leucémicas. La expresion de CD64 en las células
primarias se verificd directamente con m22(scFv)-GFP y en una estrategia de tipo sandwich con
22(scFv)-ETA’ (figura 5a). Dos andlisis de citometria de flujo con color usando Anexina V-FITC y PI
(figura 5b) distinguieron cuatro poblaciones, células viables (cuadrante izquierdo inferior), apoptéticas
tempranas (cuadrante derecho inferior), apoptéticas tardias/necroéticas (cuadrante derecho superior) y
necréticas (cuadrante izquierdo superior). Las células leucémicas negativas a CD64 obtenidas de
paciente primarias tratadas con m22(scFv)-ETA’ durante 18 horas permanecieron en su mayor parte
viables (~90%). Las células de AML CD64" obtenidas de paciente primarias tratadas con la
inmunotoxina recombinante después de la incubacién durante 18 horas mostraron poblaciones de
células viables (~44%), apoptéticas tempranas (~41%) y apoptéticas tardias/necroticas (~15%).

Actividad citotdxica in vivo

Para establecer la eficacia in vivo de inmunotoxinas anti-CD64 recombinantes se ensayo la capacidad
de eliminar macroéfagos activados de la piel en un modelo de raton transgénico hCD64. La inflamacién
cronica se indujo mediante la aplicacién epicutanea del irritante lauril sulfato sédico (al 5% en PBS),
dando como resultado una inflamacién cutanea cronica local. Las muestras de ensayo se inyectaron
por via intracutanea y se determindé la eficacia mediante tincion inmunohistoquimica para células que
expresan CD64 en biopsias, tomadas de sitios cutaneos tratados después de 24 horas y comparacion
con sitios tratados con placebo. Se ensayaron dos inmunotoxinas anti-CD64 recombinantes,
monovalente (m22(scFv)-ETA’) (SEC ID N°: 7) y bivalente (m22(scFV),-ETA’) (SEC ID N° 8) y la
eficacia expresada como el porcentaje de destruccién de células que expresan CD64 en comparacion
con placebo se compar6 con una toxina unida quimicamente basada en Ricina A (H22-Ricina A) y una
toxina de ETA unida quimicamente (M22-ETA), tabla 1. La inmunotoxina anti-CD64 recombinante
bivalente mostré un aumento significativo en la destruccion de células que expresan CD64 in vivo, en
comparacion con la versién monovalente y con una curva de dosis respuesta similar en comparacion
con las inmunotoxinas unidas quimicamente.

Tabla 1: eficacia como % de destruccién de células que expresan CD64 en comparacion con placebo.
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Concentracion (M) de Toxina |10~ 10°® 10°
H22-Ricina A 99 91 79
M22-ETA 90 82 68
m22(scFv),-ETA’ 97 88 74
m22(scFv)-ETA’ 36 30 10
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REIVINDICACIONES

1. Un complejo recombinante que tiene al menos un componente A, al menos un componente B,
comprendiendo el componente A dos o mas dominios de unidn para el receptor de superficie celular
CD64 y siendo el componente B un dominio de destruccion de células en el que el complejo es el
complejo recombinante monovalente m22(scFv),-ETA’ (SEC ID N° 8) o el complejo bivalente
m22(scFv),-ETA’ (SEC ID N°: 8).

2. Moléculas de acido nucleico que codifican el complejo recombinante disefiado de acuerdo con la
reivindicacion 1 para el complejo completo.

3. Vectores que comprenden una molécula de &cido nucleico de la reivindicacion 2.

4. Células diferentes de las células madre embrionarias humanas u organismos no humanos que
sintetizan el complejo recombinante de acuerdo con la reivindicacién 1, que se pueden obtener
transformando o transfectando las mismas con moléculas de acido nucleico de la reivindicacién 2 o
vectores de acuerdo con la reivindicacion 3.

5. Los organismos o células de acuerdo con la reivindicacion 4, en los que los organismos son
procariotas, tales como E. coli, B. subtilis, S. carnosus, S. coelicolor o Marinococcus sp., eucariotas
inferiores, tales como Saccharomyces sp., Aspergillus sp., Spodoptera sp. o P. pastoris.

6. Medicamento que comprende un complejo de acuerdo con la reivindicacion 1, moléculas de &cido
nucleico de acuerdo con la reivindicaciéon 2, vectores de acuerdo con la reivindicacion 3, células
aisladas y/o extractos de las mismas de acuerdo con la reivindicacion 4 6 5, organismo unicelular, tal
como procariotas y eucariotas inferiores o0 extractos de los organismos de acuerdo con las
reivindicaciones 4 6 5.

7. Uso del complejo de acuerdo con la reivindicacion 1 y/o de las moléculas de acido nucleico de
acuerdo con la reivindicacion 2 y/o los vectores de acuerdo con la reivindicacion 3 en la fabricacién de
un medicamento para influir en el crecimiento celular y la fisiologia de células CD64".

8. Uso del complejo de acuerdo con la reivindicacién 1, o de las moléculas de &cido nucleico que
codifican el mismo de acuerdo con la reivindicacion 2, o de los vectores de acuerdo con la
reivindicacion 3 y/o de células u organismos de acuerdo con la reivindicacion 4 6 5, para la preparacion
de un medicamento para el tratamiento de leucemia mieloide aguda, reacciones de inflamacién
cronica, tales como enfisema, asma intrinseca y extrinseca, dermatitis atopica, erupcion polimorfa
luminica, LES, injerto contra huésped, esclerosis multiple, sindrome de activacion de macréfagos,
artritis reumatoide, artritis juvenil, enfermedad de Crohn y enfermedad intestinal cronica.

9. Un procedimiento para producir el complejo recombinante de acuerdo con la reivindicacion 1 que
comprende las siguientes etapas:

(@) transformar/transfectar células diferentes de células madre embrionarias humanas,
microorganismos tales como bacterias, hongos y/o ciliados con las moléculas de &cido nucleico o
vectores de acuerdo con la reivindicacién 2 y/o 3;

(b) cultivar las células, microorganismos y/u organismos de la etapa (a) en condiciones adecuadas
para la expresién génica y sintesis proteica para acumular el complejo recombinante intracelularmente
o en el medio de cultivo circundante; y

(c) aislar y purificar el complejo recombinante de la etapa (b).
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Fig. 7

m22 (scFv)Inverso. 5’atggctcagg gtgcggeccca gccggccatg geccaggtge agctggtgg 3

m22 (scFv)Directo: 5’gagtcattct cgacttgegg cegetttgat ctecagettg gtec 37

m22 (inverso: 5'gagcccaage ttatggecceca ggtgcagetg gtg 37

m2 2 Directo: 5'gcaactgcgg ccggetggge cgecggetgg gocgacgagc caccgecace
tttgatctec agecttggtec cttgg 37
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