
11 2 368 764

OFICINA ESPAÑOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPAÑA

19

Número de publicación:

 Título:

Fecha de publicación de la mención BOPI:

Fecha de la publicación del folleto de la patente:

Titular/es:

 Inventor/es:

 Agente:

T3

22.11.2011

22.11.2011 Pfizenmaier, Klaus;
Scheurich, Peter;
Kontermann, Roland y
Münkel, Sabine

Isern Jara, Jorge

UNIVERSITÄT STUTTGART
KEPLERSTRASSE 7
70174 STUTTGART, DE

ANTAGONISTAS SELECTIVOS DE huTNFR1.

45

TRADUCCIÓN DE PATENTE EUROPEA12

45

73

72

74

54

Número de solicitud europea:96 07005603 .1

Fecha de publicación de la solicitud:97 24.09.2008

Fecha de presentación: 19.03.200796

97 Número de publicación de la solicitud: 1972637

Int. CI.:51

E
S

 2
 3

68
 7

64
 T

3

Aviso:

C07K 16/28 (2006.01)

En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicación en el Boletín europeo de patentes, de
la mención de concesión de la patente europea, cualquier persona podrá oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposición deberá formularse por escrito y estar motivada; sólo se
considerará como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposición (art. 99.1 del
Convenio sobre concesión de Patentes Europeas).

_



2  

DESCRIPCIÓN 
 

Antagonistas selectivos de huTNFR1 
 
La presente invención está relacionada con un ligando que se une específicamente al receptor del factor de necrosis 5 
tumoral hum ano de ti po 1 ( huTNFR1), el ligando c omprende u na o m ás sec uencias de  ami noácidos d e or igen 
humano capaces de re ducir la respuesta inmunogénica del ligando en seres humanos y una o m ás secuencias de 
aminoácidos capaces de unirse de forma selectiva a huTNFR1. La presente invención está relacionada además con 
un ácid o nuc leico que  codifica dicho ligando y a un a composición far macéutica para e l tratam iento d e trastor nos 
conectados con huTNFR1.  10 
 
El  T NF es una citoq uina clave que regula la inflamación y la ap optosis. Dependiendo del tipo celular y el c ontexto 
ambiental, el TNF puede presentar efectos opuestos, la estimulación inmunitaria o la su presión inmunitaria, el T NF 
puede mediar la apoptosis  así como la resistencia a la apoptosis  (Locksley et al., Cell, 2001, Nº 104,  p. 487-501; 
Aggarwal B. B., Nat. Rev. Immuno l., 2003, Nº 3, p 745-7 56). En huma nos, el TNF es una citoq uina esencial que 15 
regula la función del sistema inmunitario innato y las respuestas inflamatorias como un todo, aunque también se ha 
reconocido c omo u n me diador pat ogénico ce ntral de u na seri e de  e nfermedades agudas y cró nicas. 
Específicamente, en artritis r eumatoide (A R), en e nfermedades i ntestinales infl amatorias com o l a enferme dad d e 
Crohn y colitis ulcerosa, en psoriasis y en unas cuantas enfermedades raras here ditarias como e l querubismo y el 
síndrome de fiebre periódica, asociadas con TNF y la sobreexpresión de TNFR1, respectivamente (Chatzantoni K, 20 
Mouzaki A., C urr. Top. Med. Chem., 2 006, Nº 6, p. 1707-1714; Ueki et al., Cell, 2007, Nº 1 28, p. 71-83; Simon A., 
Van der Meer J. W., Am. J. Physiol. Regul. Integr. Comp. Physiol. 2007, Nº 292, p. R86-R98), el sistema TNF se ha 
identificado como el  mediador patológicamente relevante. En las infecciones fulminantes virales o bacterianas que 
conducen al denominado síndrome d e la citoqui na, el TNF se cono ce por estar muy im plicado y está bi en 
documentado su p apel cruc ial com o me diador del ch oque s éptico y e l fall o mu ltiorgánico. El T NF tambié n está 25 
implicado en otras enfermedades, en particular enfermedades metabólicas que incluye la obesidad y la diabetes de 
tipo 2 (Hotamisligil G. S., Nature, 2006, Nº 444, p. 860-867; Storz et al., FEBS Lett., 1998, Nº 440, p 41-45) y algunas 
formas de he patitis (Kusters et al., Eur. J. Immunol., 19 97, Nº 27, p. 287 0-2875). Además, el TNF, a pesar de su 
actividad terapéutica conocida en el tratamiento local de ciertos cánceres, se co nsidera como promotor tumoral en 
otras enfermedades malignas, probablemente a través de la resistencia a la ap optosis mediada por NF-B y otras 30 
rutas d e su pervivencia ( Luo et al., Anti body engineering methods a nd protocols, 2 004, Hum an Pr ess, T owota, p.  
135-159). Por l o tanto, los en sayos clínicos también exploran estrategias anti TNF como régimen terapéutico para 
ciertas neoplasias hematológicas (por ejemplo, AML). A partir de un punto de vista mecanicístico, se ha demostrado 
en numerosos modelos que incluye ratones knock-out para TNFR en los  que e l TNFR1 es el pr incipal mediador de 
los fenotipos patológicos de TNF (Locksley et al., Cell, 2001, Nº 104, p 487-501; Aggarwal et al., Nat. Rev. Immunol., 35 
2003, Nº 3, p. 745-756).  
 
En vari as e nfermedades inf lamatorias cró nicas, l os r eactivos ne utralizadores d e T NF, específic amente los 
anticuerpos anti TNF y prot eínas de fusión de TNFR-Fc solubles, se aplican ampliamente de forma c línica. Están 
aprobados tre s fármacos que i nterfieren con la acción del T NF: Remic ade ( Vilcek y F eldmann, 2004) 40 
(Centocor/Tanabe), Enbrel (Immunex/Wyeth) y Humira (Celltech/Abbott). Todos los f ármacos tienen como diana el 
TNF en sí. Lo s fármacos están apro bados para el trata miento d e la artritis reumat oide (AR), AR juven il, artritis  
psoriásica, enfermedad de Crohn y espondilitis anquilosante. Los fármacos que tienen como diana el TNF muestran 
un gran é xito frente a la A R, pero el efecto tera péutico dura s olamente un  br eve periodo d e tiem po, y al gunos 
pacientes so n a prior i refrac tarios al trata miento de a nticuerpos anti T NF o desarr ollan resist encia. Además, l a 45 
aparición de ensayos clínicos con CDP571, un anticuerpo monoclonal humanizado específico de TNF, por ejemplo, 
en la enfermedad de Crohn, son ciertamente menos prometedores de lo esperado, pidiendo el desarrollo de nuevos 
conceptos y reactivos cuya diana sea el sistema TNF/TNFR.  
 
Además d e u na esperada supresión i nmune g eneral, los fárm acos anti T NF apr obados muest ran efectos 50 
secundarios adicionales como la producción de anticuerpos anti-dsiDNA, lupus y e nfermedad neuroinflamatoria. El 
estado inmunosuprimido de los pacientes bajo el bloqueo general de TNF está asociado con un aumento del riesgo 
de enfermedades infecciosas, incluyendo organismos comensales. En el "Estudio Lenercerpt" (1999), los  ensayos 
clínicos de un age nte a nti-TNF para el tra tamiento de E M tuvo q ue c ancelarse de bido a  qu e e l e stado d e la 
enfermedad empeoraba, en lugar de mejorar. El mecanismo de fondo, de esa respuesta adversa inesperada en ese 55 
momento, está ahora aclarado y está relacionado con el papel diferencial de TNFR1 y TNFR2 en esta enferme dad, 
con las señales de TNFR1 propagando la muerte neuronal y las señales de TNFR2 activando la regeneración de la 
capa d e mieli na. En conju nto, tal como se describe más ade lante existe un aum ento en las evi dencias sobre l as 
estrategias terapé uticas cu yo objetiv o es q ue la d iana se lectiva se a un receptor co n a cción T NF que en mucha s 
ocasiones ser á sup erior al  bloqueo g eneral d e l a se ñalización de T NF. Por ejem plo, en algunos mode los de 60 
enfermedades anima les d etalladas más adelante, los ef ectos contra dictorios de l a acción de T NF se exp lican 
mediante una función diferencial de los distintos receptores, TNFR1 y TNFR2. El conocimiento adquirido sobre los 
mecanismos de acc ión d e T NF a nivel d e receptor ah ora sí abr e n uevas estrateg ias c on el objetivo de bloquear 
farmacológicamente uno de los receptores, resultando así en más efectos específicos potenciales.  
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Por ej emplo, l a isq uemia ret inal es u na c omplicación de la d iabetes cuando l as n euronas retin ales sufren una 
apoptosis i nducida por T NF que provoca ceguera. Las r etinas d e los r atones kn ockout para T NFR2 muestran un 
aumento de la ap optosis, p ero las r etinas de los r atones knocko ut pa ra T NFR1 muestran u n des censo de l a 
apoptosis en comparación con las de tipo salvaje (Fontaine et al., J. Neurosci., 2002, Nº 22, RC216).  
 5 
De forma sim ilar, EAE es un  modelo animal de esc lerosis múltiple (EM). Se caracteriz a por u na inflamación inic ial 
autoinmune dirigida contra la miel ina. La reacción específica de mie lina desaparece después pero aparecen otros  
epítopos como antígenos a utoinmunes. Mientras que los ratones kn ock-out p ara TNF muestran  una re acción 
inflamatoria inicial más débil hacia la mielina, la r eacción inmune específica de mielina no desaparece. En raton es 
knock-out para TNFR1, la rea cción inflamatoria inicial está reducida igualmente, pero no desaparece, lo que indica 10 
que el TNFR2 es suficiente para mediar la función inmunosuprosora a largo plazo de TNF, mientras que la reacción 
inflamatoria está mediada por TNFR1 (Kassiotis G., Kollias G., J. Exp. Med., 2001, Nº 193, p. 427-434; Kollias et al., 
Curr. Dir. Autoimmun., 2002, Nº 5, p. 30 to 50; Owens et al., Nat. Med., 2001, Nº 7, p. 161-166).  
 
De form a sim ilar, e n un m odelo d e r atón de  to xina (c uprizona) i ndujo, d esmielinización rev ersible d el SNC, 15 
pareciéndose a las fases de desmielinización/ regeneración de la escl erosis múltiple (EM), habie ndo evidencias de 
que el proceso de  remi elinización tras l a r etirada d e l a toxin a d epende de T NF y r equiere d e forma  selectiv a l a 
señalización d e T NFR2, dis parando la  e xpansión de l progenitor de  oli godendrocitos y la diferenciación d e 
oligodendrocitos en  lám inas de m ielina ma duras (Arnett et al., N at. Ne urosci., 2 001, Nº 4, p.  11 16-1122). Esto s 
hallazgos de l a dependencia de T NF en la dege neración de ol igodendrocitos refle ja l a situación de humanos que 20 
padecen EM: En ens ayos clínicos cuyo objetivo es un bloqueo completo de TNF en EM con u na proteína de fus ión 
de T NFR1-Fc, el bl oqueo d e T NF se asoció co n un agravamiento d e la e nfermedad en l ugar de  un b eneficio 
terapéutico, lo cual está de acuerdo con los resultados del modelo animal descrito anteriormente.  
 
Además, por ejem plo las ne uronas corticales de los ratones suc umben a la  muerte  e xcitotóxica tras  la ev idente 25 
activación d el receptor NM DA medi ante el ne urotransmisor gl utamato. El glutam ato se lib era d esde el tej ido 
moribundo tras condiciones isquémicas (falta de o xígeno) como ocurre en las a poplejías. Los cultivos primarios de 
neuronas pueden resultar en completamente resistentes a la excitotoxicidad de una manera dependiente de TNFR2 
involucrando a l a ru ta PI3 K - AK T - N F-B. Por el contrar io, las señ ales de T NFR1 aumentan l a mu erte celu lar 
inducida por g lutamato (Mar chetti et al., J. Biol. Chem ., 200 4, Nº 279,  p. 32869- 32881), lo qu e in dica u n pap el 30 
diferencial de TNFR1 y TNFR2 en el SNC.  
 
Por lo tanto, en varios modelos de neurodegeneración aguda y crónica, isquemia retinal, modelos de apoplejía y en 
esclerosis múlt iple, u n blo que compl eto de  TNF no present a efectos terap éuticos a parentes p ero e n su lug ar es  
directamente perjudicial o re duce l a ca pacidad re generativa del tej ido af ectado. De acuerdo co n est o, el bloqueo 35 
específico de TNFR1, el TNFR inflamatorio, y el mantenimiento de la función de TNFR2, presenta una aproximación 
terapéutica prometedora para estas enfermedades.  
 
De forma sim ilar, tanto en artritis reumatoide (AR), como en l a psor iasis y e n otras e nfermedades m ás raras y 
hereditarias co mo el quer ubismo y el síndr ome de fie bre perió dica, aso ciados con la sobreexpresión de T NFR y 40 
TNFR1, respectivamente, el TNFR1 se considera o se ha identificado claramente como el receptor patológicamente 
relevante. Un papel d iferencial de TNFR1 y 2 par ece también ser ev idente en la enfermedad de Crohn, en la que 
solo una fracción de los pacientes respondes a una terapia contra el TNF, y en LES (Komata et al., Tissue Antigens, 
1999, Nº 53, p. 527- 533), c on res istencia al tratami ento y susc eptibilidad por l a e nfermedad, resp ectivamente, 
correlacionándose ambos con mutaciones del TNFR2.  45 
 
De acu erdo c on esto, si se  utiliza u n ant icuerpo sel ectivo del rec eptor dirigi do co ntra T NFR1 representa u na 
alternativa para establecer estrategias anti TNF en estas enfermedades inflamatorias crónicas. Esto es de particu lar 
relevancia en pacientes que pasan a ser resistentes a re activos anti T NF tras los ciclos de tratamie nto repetitivos. 
Además, el bloqueo global y continuado del TNF está asociado con una deficiencia funcional en la respuesta inmune 50 
innata y adaptativa, el riesgo de complicaciones debido a enfermedades infecciosas aumenta de forma considerable 
en estos pacientes. La  interferencia selectiva con TNFR1 mantiene las respuestas de TNF mediante  TNFR2, que 
será beneficiosa para la competencia inmune general de los pacientes.  
 
El apoyo a un bloqueo selectivo de TNFR1 como régimen terapéutico poderoso aparece en estudios previos de los 55 
inventores de la función in vitro y in vivo del anticuerpo monoclonal antagonista (mab) H398 de ratón específico para 
TNFR1 humano (Thoma et al., J. Exp. Med., 1990, Nº 172, p. 1019-1023; Grell et al., Cell, 1995, Nº 83, p. 793-802; 
Moosmayer et  al., T her. Immuno l., 199 5, Nº 2, p. 3 1-40). Este anticu erpo mur ino y s us der ivados r ecombinantes 
scFv de ratón son capaces de neutralizar un amplio espectro de actividades de TNF in vitro a través de la inhibición 
competitiva de  la uni ón de T NF a TNFR1 humano; el m ab mostró ser  efectivo en la  prevenc ión d e síndrome d e 60 
choque letal inducido por bacterias en babuinos, en el que H398 muestra reactividad cruzada con el TNFR1 de esta 
especie. La efi cacia tera péutica del a nticuerpo H3 98 en e nfermedades crónic as dep endientes de T NF, no pue de 
evaluarse en ensayos clínicos debido al origen murino del anticuerpo, ya que es portador de riesgo de reacciones 
adversas grav es haci a el an ticuerpo de rat ón y/o e l rápi do desarr ollo d e una res puesta inmun e tras los ciclos de  
tratamiento repetitivos.  65 
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Por lo tanto, existe una necesidad para nuevas sustancias que interactúen de forma efectiva y específica con TNFR1 
humano (huTNFR1) como antagonistas de TNF en un paciente y que tengan una respuesta inmunogénica reducida 
(es decir, tolerable) tras la administración a seres humanos.  
 5 
Así, el problema técnico subyacente a la presente invención es proporcionar nuevos ligandos de huT NFR1 de ba ja 
inmunogenicidad como antagonistas de la acción de TNF adecuados para la aplicación en seres humanos como una 
terapia para el tratamiento de una serie de trastornos mediados por TNF.  
 
De acuerdo con la presente invención, el problema anterior se resuelve proporcionando un ligando de huTNFR1 que 10 
comprende una construcción proteinácea que posee (i) una o más s ecuencias de aminoácidos de origen humano 
capaz de reducir la respuesta inmunogénica de dicho ligando de huTNFR1 en humanos, y (ii) una o más secuencias 
de aminoácidos de origen no humano capaces de unirse de forma selectiva a huTNFR1, en el que la construcción 
proteinácea comprende la secuencia de aminoácidos de acuerdo con Id. de Sec. Nº: 7 como dominio variable de la 
cadena pesada (VH) y la se cuencia de aminoácidos de a cuerdo con Id. de Sec. Nº: 8 como dominio variable de la 15 
cadena ligera (VL), o un fragmento de un a nticuerpo humanizado, s iendo el  fragmento un scF v que comprende la 
secuencia de aminoácidos de acuerdo con Id. de Sec. Nº: 9.  
 
En este documento, el término "ligando de huTNFR1" significa cualquier molécula o grupo de moléculas que pueden 
unirse de forma selectiva al receptor de TNF humano de tipo 1 (huTNFR1) y al mismo tiempo muestra una respuesta 20 
inmunogénica reducida cuando se a dministra a un ser h umano. Al u nirse a huT NFR1, dicho l igando de huTNFR1 
actúa como un antagonista de TNF y de linfotoxina alfa (LT) que son ligandos naturales entre otros de TNFR1.  
 
El término "huTNFR1" utilizado en este documento no solo está relacionado con el receptor de TNF humano de tipo 
1 com o ta l, sino qu e tam bién i ncluye cualquier porción de l m ismo, o c ualquier otro r eceptor q ue est á 25 
estructuralmente y/o funcionalmente relacionado con huTNFR1.  
 
La e xpresión "respu esta i nmunogénica reduc ida" in dica una r espuesta inmu nogénica qu e es  reduci da e n 
comparación con la respuesta inmunogénica de un ligando de huTNFR1 que comprende exclusivamente secuencias 
de amin oácidos de origen no huma no. Ejempl os de ligandos d e h uTNFR1 que  comprenden exclusivamente 30 
secuencias de aminoácidos de origen no humano incluye péptidos, proteínas y ácidos nucleicos de origen mamífero 
no humano, como de origen de roedores, por ejemplo un anticuerpo murino.  
 
La expresión "construcción proteinácea" utilizada en este documento no está específicamente restringida y significa 
cualquier molécula o gr upo de moléculas que contienen uno o más e nlaces peptídicos, preferiblemente secuencias 35 
de péptidos, y se une a huTNFR1 mientras muestra un a respuesta inmunogénica reducida en ser es humanos. La 
construcción p roteinácea de acuerdo co n l a prese nte i nvención p uede comprender además ác idos nucle icos y 
compuestos orgánicos e inor gánicos, como azúcares o ác idos grasos. Además, la construcción proteinácea puede 
comprender u n gru po de  m oléculas qu e están as ociadas independientemente med iante e nlaces co valentes o  n o 
covalentes, c omo pr oteínas de fus ión. De  acuerdo con  o tra realización de la  presente invención, la  construcci ón 40 
proteinácea puede además acoplarse con moléculas adicionales, por ejemplo polietilenglicol o metoxi-polietilenglicol, 
es decir, puede estar PEGilado.  
 
El lig ando de huTNFR1 y/o l a construcci ón protein ácea de acuer do co n la prese nte in vención p uede produc irse 
mediante cualquier método adecuado conocido por el e xperto en l a materia, como po r ejemplo mediante métodos 45 
recombinantes que implican la construcción de un plásmido adecuado o vector y la expresión en un microorganismo 
o en cualquier organismo superior, o mediante la síntesis de péptidos automatizada, como la síntesis de péptidos en 
fase sólida.  
 
La expresión "secuencias d e ami noácidos de origen h umano" utiliz ada en este documento se refiere a las 50 
secuencias de amin oácidos que pueden e ncontrarse e n el  cu erpo humano. N o obs tante, la e xpresión no est á 
restringida únicamente a tal es secu encias de am inoácidos qu e p ueden enc ontrarse e xactamente en e l cu erpo 
humano pero también incluye aquellas secuencias de aminoácidos que poseen una similitud del 50% o más con las 
secuencias d e amin oácidos humanos. L os ejem plos es pecíficos d e l as secu encias de aminoácidos de origen 
humano son las secuencias de aminoácidos contenidas en un anticuerpo humano o un fragmento del mismo.  55 
 
Además, la expresión "secuencias de ami noácidos de ori gen no humano" uti lizada en este documento se r efiere a 
cualquier secuencia de aminoácidos, que puede encontrarse en un animal no humano, como un mamífero distinto a 
un ser h umano. Por ejem plo, la secu encia de am inoácidos d e ori gen no hum ano p uede ser sec uencia de un 
anticuerpo no humano, por ejemplo un anticuerpo murino.  60 
 
En la  construcción proteinácea de la presente invención las ventajas de las s ecuencias de aminoácidos de origen 
humano, que r educen el  ries go de por  ej emplo, inmunogenicidad en un pac iente, se combina c on l a se lectividad 
hacia huTNFR1 de secuencias de aminoácidos de origen no humano, como por ejemplo aquellas encontradas en el 
anticuerpo murino H398.  65 
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En e l l igando de huTNFR1 tal c omo se ha definido anteriormente, la construcción proteinácea puede comprender 
entre otros u n fragmento d e un antic uerpo huma nizado, pudiendo se r un fragme nto ScF v que c omprende la 
secuencia de aminoácidos de acuerdo con Id. de Sec.Nº: 9.  
 
EIn gen eral, e l término " anticuerpo" util izado e n este documento s e re fiere a cu alquier clase de a nticuerpo q ue 5 
pueda unirse a un antígeno, lo que incluye a los anticuerpos naturales, anticuerpos mutados y antic uerpos (semi)-
sintéticos, siempre que el anticuerpo permita una administración a un ser humano con una respuesta inmunogénica 
reducida a l mi smo. Por eje mplo, el a nticuerpo o fragmento de l mism o es un antic uerpo huma nizado o btenible 
mediante por ejemplo, tecnología de ácidos nucleicos recombinantes ("anticuerpo recombinante humanizado") o a l 
menos un fragmento del mismo o una proteína recombinante similar a un antic uerpo. Como ejemplo, sin limitarse a 10 
este, un fragm ento pu ede es tar conteni do en un anticuerpo como pr oteína recomb inante como los diacuerpos, 
proteínas de fusión de scFv-Fc, y proteínas de fusión de scFv-CH3.  
 
El antic uerpo, o al m enos u n fragmento  del mismo, o una proteín a reco mbinante s imilar a un a nticuerpo, p uede 
contener un a o más mutaci ones o var iaciones, como a minoácidos o ácid os nucl eicos aña didos, del ecionados o 15 
sustituidos, siempre que no tengan un efecto negativo sobre la interacción con huTNFR1. Además, el anticuerpo o al 
menos un fragmento del mismo, o una proteína recombinante simi lar a un anticuerpo, puede contener una o más 
mutaciones o variaciones, como aminoácidos o ácidos nucleicos añadidos, delecionados o sustituidos, que poseen 
un ef ecto p ositivo so bre la interacción d e h uTNFR1 y que mejor a l a acti vidad a ntagonista de dicha molécula. E n 
particular, dichas variantes mutadas poseen una mejor afinidad y/o una mejor actividad inhibidora.  20 
 
En ge neral, el  término "frag mento" se r efiere a cu alquier porci ón d e un antic uerpo tal como s e ha d efinido 
anteriormente siempre q ue posea l a ca pacidad de u nirse a l antíg eno d eseado a través de  un antíge no 
(monovalente) o dos antígenos (bivalente) a sitios de unión (huTNFR1). Además, un fragmento generalmente puede 
comprender v arias porciones difer entes de dic ho ant icuerpo. Ejem plos d e fragm entos mo novalentes de un 25 
anticuerpo producido de forma proteolítica o recombinante incluye fragmento de unión a antígeno (Fab), fragmento 
variable de c adena se ncilla ( scFv), fragmen to varia ble (F v), Fv estabiliz ado co n p uentes disu lfuro (ds Fv), cadena  
pesada del dominio variable de la inmunoglobulina (VH), c adena l igera del dominio var iable de la inmunoglobulina 
(VL), regio nes determin antes de la comp lementariedad (CDR), y com binaciones d e las mismas. Ejempl os de  
fragmentos bivalentes procesados de forma proteolítica o recombinante de la presente invención incluye diacuerpos 30 
F(ab)2, proteínas de fusión de scFv-Fc, y proteínas de fusión de scFv-CH3.  
 
Por ejemplo, el anticuerpo o al menos un fragmento del mismo puede ser un anticuerpo humanizado o al menos un 
fragmento del mismo derivado del anticuerpo murino H398.  
 35 
No e xiste lim itación a la téc nica d e huma nización d el a nticuerpo, sie mpre qu e el a nticuerpo se u na al a ntígeno 
deseado. Eje mplos d e h umanización in cluye, p ero si n limitars e a,  injerto de r egiones d eterminantes de la 
complementariedad (injerto de CDR) (Jones et al. 1986, Nature 321, 522-525), injerto de residuos determinantes de 
la especificidad (injerto de SDR) (Kashmiri et al., 20 05, Methods 36, 25-34), reestructuración de dominios variables 
(Roguska et a l., 1994, Proc. Natl. Acad. Sci . USA 91, 969- 973), selección basada en la estructura y humanización 40 
mediante injertos de CDR (Hwang et al., 2005, Methods 36, 35-42), y estrategias de desinmunización (Hellendorn et 
al., 2004, Cancer Cell International 4 (Sppl. I), 20).  
 
La expresión "anticuerpo humanizado" utilizado en este documento se refiere a cualquier anticuerpo en que se utiliza 
el diseño de proteínas para reducir la cantidad de secuencia proteica extraña ("no humana") mediante intercambio 45 
por ej emplo, d e regi ones co nstantes d e a nticuerpo d e r oedores y/o e structuras de dominios v ariables o r esiduos 
estructurales con secuencias que se encuentran en anticuerpos humanos.  
 
En u na rea lización es pecífica d e l a presente invención, la construcción protei nácea del li gando de huT NFR1 
anteriormente defin ido pu ede ser un ant icuerpo humanizado, qu e co ntiene sec uencias de ami noácidos de origen 50 
humano y la de origen no humano, es de roedores.  
 
El término "scFv" utilizado en este  documento indica una fusión de las regiones variables de las cadenas l igera y 
pesada de cualquier inmunoglobulina, unidas mediante un enlazante, como por ejemplo un péptido compuesto por 
serina, glicina, o cualquier otro aminoácido natural o no natural.  55 
 
En g eneral el fragmento se selecciona a  p artir de l gr upo qu e co nsiste en una reg ión F ab, u n scF v, un derivado 
recombinante gen éticamente diseñ ado o p rocesado p ostraduccionalmente de dic hos fragmentos, y un deriv ado 
químicamente modificado de dichos fragmentos.  
 60 
Tal como ya se ha definido anteriormente, el fragmento es un scFv que comprende la secuencia de aminoácidos de 
acuerdo con Id. de Sec. Nº: 9.  
 
En el ligando anteri ormente defin ido, la construcci ón p roteinácea comprende las regi ones deter minantes de 
complementariedad (CDR) de Id. de Sec. Nº: 1 a 6, que confieren la unión a huTNFR1, en el que dichos CDR están 65 
contenidos preferiblemente en una o más secuencias de aminoácidos de origen no humano capaces unirse de forma 
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selectiva a huTNFR1 tal como se ha descrito en (ii) de la construcción proteinácea anterior.  
 
Tal como se ha defin ido anteriormente, la c onstrucción proteinácea puede comprender entre otros l a secuencia de 
aminoácidos de acuerdo con Id. de Sec. Nº: 7 como domi nio variable de la cade na pesada (VH) y la secuencia de 
aminoácidos de acuerdo con Id. de Sec. Nº: 8 como dominio variable de la cadena ligera (VL).  5 
 
En aún otra realización de la presente invención, el ligando anteriormente definido de huTNFR1 comprende una cola 
adicional que permite la interacción específica con un compuesto biológicamente aceptable. No existe una limitación 
específica respecto a l a cola utilizable en l a presente invención, siempre que no te nga un im pacto negativo o que 
sea tolerable en la unión del ligando de huTNFR1 a huTNFR1 o en la respuesta inmunogénica cuando se administre 10 
a un ser humano. Ejemplos de colas adecuadas incluye cola de His, cola de Myc, cola de FLAG, cola de Strep, cola 
de Calmodulina, cola de GST, cola de MBP, y cola de S.  
 
En otra r ealización d el ligando de  huT NFR1 como  se  ha defi nido anteri ormente, la c onstrucción proteinácea 
comprende ad emás un compuesto bio lógicamente acept able un ido de  forma no cov alente al m ismo o u nido de 15 
forma cova lente al mism o mediante c onjugación quími ca postra duccional o  med iante tecn ología de g enes 
recombinantes.  
 
La expresión "compuesto biológicamente aceptable" utilizado en este documento no se restringe de forma específica 
y se refier e a cual quier compuesto uti lizable en un amb iente bio lógico, como en un or ganismo vivo, l o que inc luye 20 
también la ac eptación farm acéutica de d icho com puesto biol ógicamente acepta ble. Ejemplos d e compuesto s 
biológicamente aceptables de acuerdo con la presente invención son, sin ninguna limitación a los mismos, péptidos, 
proteínas, áci dos nucl eicos, carbohidratos, lípid os, así como otros c ompuestos or gánicos e i norgánicos. El 
compuesto biológicamente aceptable preferiblemente ejerce efectos positivos adicionales, por ejemplo propiedades 
bioquímicas/ b iofísicas me joradas, com o s olubilidad aumentada, esta bilidad pro longada, activi dad anta gónica 25 
mejorada, y propiedades far macocinéticas mejora das, como  aum ento de la vid a medi a in vivo, a umento d e l a 
penetración en tejidos, traspaso de la barrera hematoencefálica y toxicidad reducida.  
 
De acuerdo con una realización específica con el objetivo de mejorar las propiedades farmacocinéticas del l igando 
de huT NFR1 anteriormente definido, el com puesto b iológicamente aceptable se se lecciona a partir d el grupo q ue 30 
consiste en proteínas séricas.  
 
En otra r ealización del li gando de  huT NFR1 tal c omo s e ha d efinido an teriormente, el  compu esto b iológicamente 
aceptable es  albúmina. D e acuerdo con  u na r ealización específica, e l comp uesto bi ológicamente aceptable e s 
albúmina sérica humana(HSA).  35 
 
En otra r ealización del li gando de  huT NFR1 tal c omo s e ha d efinido an teriormente, el  compu esto b iológicamente 
aceptable comprende un dominio de unión a albúmina (por ejemplo, de bacterias), un péptido de unión a albúmina 
compuesto de ami noácidos naturales o no natur ales, un a o más  cad enas acilo c on actividad de u nión a lbúmina, 
polietilenglicol o metoxi-polietilenglicol. En aún otra re alización del l igando de h uTNFR1 defini do anteriormente, el  40 
compuesto bi ológicamente aceptable co mprende otro  anticuer po o  fragmento d el mismo es pecífico para un 
componente de proteína sérica o un l igando natural o sintético, que se une a un componente sérico (por ejemplo, 
albúmina).  
 
En otra  rea lización específica cuyo objetivo es mejorar las prop iedades farmacocinéticas del  ligando de huTNFR1 45 
definido anteriormente, el c ompuesto bi ológicamente aceptable com prende otro anti cuerpo diri gido contra u na 
molécula de la superficie celular o componente de la matriz extracelular. Como ejemplo, se han utilizado anticuerpos 
anti-HIR (receptor de Insulina humana) o anti-TR (receptor de la transferrina) para el  transporte activo mediante la 
barrera hemat oencefálica y la lib eración d e compu estos en el cer ebro (Boad o et a l., 2007, Bioc onjug. Chem., 
publicación electrónica antes que la escrita).  50 
 
En otra r ealización específica cuyo objetivo es mejorar las la actividad funcional de l l igando de huTNFR1 definido 
anteriormente, el compu esto biol ógicamente acepta ble compre nde un anticuerpo que se un e a otro epítop o d e 
TNFR1, diferente del reconocido por el ligando de huTNFR1 definido anteriormente, aumentando de esta manera la 
unión general (avidez) y selectividad de este reactivo biespecífico.  55 
 
De ac uerdo c on otra r ealización esp ecífica de l li gando de huTNFR1 como s e h a defi nido a nteriormente, l a 
construcción proteinácea comprende una proteína de fusión de acuerdo con Id. de Sec. Nº: 10.  
 
Otro aspecto d e la pres ente solicitud se ref iere a u n ácido nucleico que codifica u n ligando de h uTNFR1 defin ido 60 
anteriormente.  
 
El ácido nucleico de acuerdo con la presente invención no está restringido específicamente y puede contener DNA o 
RNA. El áci do nuc leico pu ede c omprender ad emás se cuencias q ue se utiliz an en proces os de  detecci ón o 
aislamiento, como por e jemplo marcajes fluorescentes o colas de His. El  ácido nucleico puede comprender además 65 
bloques de construcción artificiales como bloques de construcción artificiales de DNA, RNA o PNA. Además, el ácido 
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nucleico de acuerdo con  la presente inv ención puede producirse d e c ualquier forma  adec uada, co mo de form a 
recombinante o mediante síntesis química, como síntesis en fase sólida.  
 
Otro aspecto de la presente invención está relacionada con un vector que comprende la secuencia de ácido nucleico 
como se ha definido anteriormente. El vector de la presente invención no está restringido específicamente siempre 5 
que pueda uti lizarse en la transfección de una célula huésped adecuada y sea adecuada para la expresión génica 
heteróloga.  
 
Los métodos utilizados para construir vectores son bien conocidos por un experto en la materia y se describen en 
varias publicaciones. En particular, las técnicas para construir vectores adecuados, lo que incluye una descripción de 10 
los comp onentes funcion ales como prom otores, pote nciadores, seña les de termin ación y p oliadenilización, 
marcadores de selección, orígenes de r eplicación, seña les de corte y empalme, y secuencia líder, se revisa n con  
considerable d etalle e n (S ambrook et al., 19 89) y en las refer encias citad as en esta pu blicación. Los  vector es 
pueden inc luir, sin n inguna limitación, vecto res plasmídicos, fagémidos, cósmidos, artic ificial/minicromosomas (por 
ejemplo, ACE) , vectores MAR, o vectores virales c omo baculovirus, retrovirus, adenovirus, virus ad eno-asociados, 15 
virus herpes simplex, retrovirus, bacteriófagos. Ejemplos de vectores adecuados para la expresión procariota incluye 
pAB1 (Kontermann et al., 19 97). Los vectores de expresión eucariota contendrán normalmente también secuencias 
procariotas que facilitan la propagación del vector en bacterias como un origen de replicación y genes de resistancia 
a  antibióticos para la selección en bacterias. Una ser ie de vectores de expresión eucariota, que contienen sitios de 
clonación en uno o más polinucleótidos puede unirse de forma operativa, son bien conocidos en la materia y algunos 20 
están disponibles com ercialmente p or co mpañías c omo Stratagene, La J olla, CA ; Invitroge n, Carlsb ad, C A; 
Promega, Madison, WI; BD Biosciences Clontech, Palo Alto, CA; Lonza Biologics PLC, Slough, Berkshire, Inglaterra. 
Ejemplos de vectores eucariotas son pCDNA3, pSecTag, y pEE 6.4.  
 
En una realización preferible, el v ector de expresión comprende al menos una secuencia de ácido nucleico que es 25 
una secuencia reguladora necesaria para la transcripción y traducción de secuencias de nucleótidos que co difican 
un péptido/ polipéptido/ proteína de interés.  
 
Otro aspecto de la pr esente invenc ión está relac ionado con un a cél ula huésp ed q ue contien e el á cido n ucleico 
anteriormente defin ido o el ve ctor ant eriormente d efinido. La cé lula h uésped d e l a p resente invención no está 30 
específicamente restrin gida e inc luye to das las cé lulas que pueden u tilizarse en la prod ucción d el li gando d e 
huTNFR1 y/o la c onstrucción pr oteica o  p artes d e la misma. Ejem plos de  cé lulas huésped ad ecuadas p ara la 
presente invención incluyen las células procariotas y células eucariotas, como lev aduras, células v egetales, células 
de insect o y célul as de  mamífero con o rigen de difer entes esp ecies y organismos completos no humanos 
transgénicos (plantas transgénicas, animales no humanos transgénicos). Ejemplos de células procariotas incluyen a 35 
E. coli, TG1 y esp ecies d e Pseud omonas. Ejempl os de cél ulas a nimales i ncluyen las cél ulas de hámster,  
preferiblemente las  cél ulas BHK2 1, BHK  T K-, CHO, CHO-K1, CHO-DUKX, CHO-DUKX B1 y CHODG44,  o 
derivadas/ progenie de cualquiera de tales líneas celulares. En otra realización de la presente invención, las células 
huésped son células de mieloma murino, preferiblemente células NSO y Sp2/0 o deriv adas/ progenie de cualquiera 
de tales líneas celulares. Ejemplos de células de mamífe ro que pueden utilizarse para la expresión de ligandos de 40 
huTNFR1 de acuerdo con la presente invención se resumen en la Tabla 1.  
 
TABLA 1: Líneas celulares de producción eucariotas 
 

LÍNEA CELULAR    NÚMERO DE ORDEN 45 
NS0      ECACC Nº 85110503  
Sp2/0-Ag14     AT CC CRL-1581  
BHK21      AT CC CCL-10  
BHK TK-     ECACC Nº 85011423  
HaK      AT CC CCL-15  50 
2254-62.2 (derivada de BHK-21)   ATCC CRL-8544  
CHO      ECACC Nº 8505302  
CHO salvaje     ECACC 00102307  
CHO-K1     AT CCCCL-61  
CHO-DUKX(= CHO duk-, CHO/dhfr-)  ATCCCRL-9096  55 
CHO-DUKX B11     AT CC CRL-9010  
CHO-DG44     (Urlaub et al., 1983)  
CHO Pro-5     AT CC CRL-1781  
V79      AT CC CCC-93  
B14AF28-G3     AT CC CCL-14  60 
HEK 293     AT CC CRL-1573  
COS-7      AT CC CRL-1651  
U266      AT CC TIB-196  
HuNS1      AT CC CRL-8644  
CHL      ECACC Nº 87111906  65 
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Las células huésped que se han establecido, adaptado y cultivado completamente bajo condiciones libres de suero 
son más pref eribles, y opc ionalmente en medios que es tén libres de c ualquier proteína/ péptido de origen an imal. 
Los medi os di sponibles a ni vel comerci al, como el F12 de Ham (Sig ma, Deisen hofen, Alema nia), RPMI-1640  
(Sigma), medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM; Sigma), medio esencial mínimo (MEM; Sigma), medio d e 
Dulbecco modificado de Iscove (IMDM; Sigma), CD-CHO (Invitrogen, Carlsbad, CA), CHO-S-Invitrogen), medio CHO 5 
libre d e su ero (Sigma)  y el med io CHO l ibre de  pr oteínas (S igma) s on ejemplos d e so luciones de nutrientes 
apropiadas. C ualquiera de l os med ios puede s uplementarse se gún la s neces idades con u na gran varie dad de 
compuestos, ej emplos de l os cu ales se rían la s ho rmonas y/o otros factores de  crecimiento (c omo l a i nsulina, 
transferrina, factor de crecimiento epidérmico y el factor de crecimiento parecido a la insulina), sales (como el cloruro 
sódico, calcio, magnesio, fosfato), ta mpones (como el HEPES), nucleósidos (com o la adenosina y la timidina) , 10 
glutamina, glucosa u otras fuentes de energía equivalentes, antibióticos y elementos traza. Puede incluirse cualquier 
otro sup lemento necesario conocido por los  expertos en la materia a concentraciones apropiadas. En la pr esente 
invención, la u tilización d e medi o libr e de s uero es pr eferible, per o tamb ién p ueden uti lizarse p ara el  cultivo de  
células hu ésped med ios su plementados con un a cantid ad adecuada de suer o. Para la obte nción y selecc ión d e 
células modificadas genéticamente que expresan el gen seleccionable, se añade un agente de selección adecuado 15 
al medio de cultivo.  
 
Además, se proporciona una composición farmacéutica que comprende una cantidad efectiva a nivel terapéutico del 
ligando de huTNFR1 como se ha d escrito anteriorm ente, y  opcionalmente u no o m ás compo nentes adic ionales 
seleccionados de entre el grupo que consiste en un transportador aceptable a nivel farmacéutico, sales aceptables a 20 
nivel farmacéutico, un agente auxiliar, un estabilizante, un dilu yente y un solvente, o c ualquier combinación de los 
mismos.  
 
De acuerdo co n otra  re alización, l a c omposición farmacé utica que se  ha  defi nido anteriormente, pu ede utilizarse 
para el tratamiento de la artritis reumatoide, psoriasis, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa y otras enferme dades 25 
inflamatorias crónic as y /o autoi nmunes, infecci ones virales o bacteri anas agudas fulmin antes, enfermedades 
metabólicas, enferme dades ne urodegenerativas agudas, enfer medades neurodegenerativas crón icas, 
preferiblemente seleccionadas de entre esclerosis múltiple, enfermedad de Parkinson y Alzhe imer, y e nfermedades 
genéticas her editarias en l as que T NF/TNFR1 es el  m ediador ca usante d e la  patolo gía, preferib lemente 
seleccionadas de entre el síndrome de la fiebre periódica, el querubismo y el cáncer.  30 
 
El lig ando d e huTNFR1 de l a pres ente i nvención tamb ién puede utilizarse en l a pr eparación d e u n medic amento 
para el tratamiento de cualquier trastorno relacionado con el TNF, como los mencionados anteriormente.  
 
También se proporciona un método para el tratamiento de un paciente que padece una enfermedad seleccionada de 35 
entre artritis r eumatoide, ps oriasis, Enfer medad d e Crohn, c olitis u lcerosa y otra s enferm edades i nflamatorias 
crónicas y /o autoi nmunes, infecci ones virales o bacterianas ag udas fulmin antes, enfermedades metabó licas, 
enfermedades neuro degenerativas a gudas, enferm edades neurodegenerativas cróni cas, preferi blemente 
seleccionadas de entre esc lerosis mú ltiple, enfermed ad de Parkins on y Alzh eimer, y enferm edades ge néticas 
hereditarias en las que TNF/TNFR1 es el mediador causante de la patología, preferiblemente seleccionadas de entre 40 
el síndrome de la fiebre periódica, el querubismo y el cáncer, lo que comprende el paso de administrar una cantidad 
terapéuticamente efectiva del ligando de huTNFR1 definido anteriormente a un paciente con necesidad del mismo.  
 
De acuerdo con la pres ente invención, el l igando de h uTNFR1 como se ha descr ito anteriormente puede util izarse 
para el pr ocedimiento d e s elección guiada de acuerdo con e l esta do de la m ateria (Jes pers e t al., 199 4, 45 
Biotechnology) para el aislamiento de un anticuerpo específico contra huTNFR1 funcionalmente equivalente a partir 
de b ibliotecas gén icas d e in munoglobulinas huma nas, minimizando así  adem ás la potencial inm unogenicidad de 
dicho reactivo.  
 
Además, se proporciona un proceso para la producción de un ligando de huTNFR1 con una respuesta inmunogénica 50 
reducida cuando se a dministra a un s er humano, que comprende los pasos de (a) pr oporcionar una construcción 
proteica como la que  se ha definido anter iormente, (b) identificar una o más secuencias de aminoácidos de origen 
humano ca paces de u nirse s electivamente a huT NFR1 m ediante se lección gu iada, util izando como molde un a o 
más de las s ecuencias d e amin oácidos d e dich a const rucción de pr oteínas, en p articular las secue ncias d e 
aminoácidos de origen no h umano, y (c) ge nerar la co nstrucción de dic ho ligando que comprende al menos u na o 55 
más de las secuencias de aminoácidos identificadas en el paso (b).  
 
Otro aspecto de la presente invención está relacionado con la utilización de un ligando de huTNFR1 que comprende 
una construcción de proteínas con (i) u na o más secuencias de aminoácidos de origen humano capaces de reducir 
la respuesta inmunogénica de dicho ligando de huTNFR1 en humanos, y (ii) una o más secuencias de aminoácidos 60 
de or igen no humano capaces de unirse se lectivamente a huT NFR1, como molde para la  selección guiada en  la  
identificación y construcción de otro ligando de h uTNFR1 de b aja inmunogenicidad que comprende las secuencias 
de aminoácidos que son esencialmente o únicamente de origen humano. 
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Las figuras muestran:  
 
La F ig. 1 mu estra el al ineamiento de l as secuenc ias VH y VL d el anticuerpo m onoclonal muri no H39 8, las 
secuencias más cercanas a las del VH de línea germinal humana (VH1-69 = 1-e =  DP-88) y VL (A3 =  DPK15), así 
como las sec uencias VH y V L huma nizadas (IZI-06.1 VH , IZI-06.1 VL) generadas me diante inj erto de CDR. L os 
aminoácidos que difieren entre el H398 y las secuencias de línea germinal humanas están marcados con asteriscos. 5 
Las regiones marco (FR) y las regiones determinantes de complementariedad (CDR) están indicadas.  
 
La Fig. 2 muestra las sec uencias de DNA de IZI-06.1 VH y IZI-06.1 VL con codones optimizados (carril superior) y 
los correspondientes aminoácidos (carril inferior); los caracteres en cursiva al inicio y al final de cada secuencia de 
aminoácidos no pertenecen a IZ I-06.1 VH e IZ I-06.1 VL y están relacionados con las secue ncias de  aminoácidos 10 
utilizadas para el clonaje/ procesado y contienen las dianas de escisión para ciertas enzimas de restricción.  
 
La F ig. 3 muestra las estructuras modelo superimpuestas del  armazón de H398 Fv (g ris claro) e  IZ I-06.1 Fv (gr is 
oscuro). a) vista lateral de las dos estructuras modelo. b) vista superior de las regiones CDR H1-H3 y L1-L3. Los 
modelos se generaron con WAM (Whitelegg y Rees, 2000; WAM - un alg oritmo mejorado para realizar modelos de 15 
anticuerpos en la  red. Prot. Eng. 13, 819-824). Las estr ucturas se visualizaron con pimol (DeLano Scientific, San 
Carlos, CA, USA).  
 
La Fig. 4 muestra una estrategia de clonaje para generar un vector bacteriano para la expresión de fragmentos Fab.  
 20 
La Fig. 5a muestra un Western Blot sobre n itrocelulosa tras un SDS-PAGE utilizando un gel no reductor al 12 % tras 
la pre paración del IMAC (1).  Detecció n me diante un anti-Fab huma no – AP; tinción de AP de acuerdo co n los  
procedimientos estándar; se aplicaron 15 L de muestra en el gel. Abreviaturas: PP = extracto de periplasma, DL = 
flujo a través del IMAC, W = fracción de lavado, F = fracción.  
 25 
La Fig. 5b muestra una tinción de Coomassie de una purificación con IMAC (1) tras un SDS-PAGE en un gel al 12%. 
La parte izqu ierda des de el marcad or representa un gel no reductor y l a p arte d erecha, un gel b ajo con diciones 
reductoras. El volumen de muestra fue de 15 L.  
 
La Fig. 6 muestra una curva de saturación de la unión y la representación de Scatchard derivada de la unión del IZI-30 
06.1-Fab a l as células p ositivas para el re ceptor. Se ha sustraído la u nión no esp ecífica. Los dato s resultantes  
muestran que la unión de IZI-06.1-Fab a T NFR1-Fas es sa turable y específica, con una  afinidad aparente de K D = 
0,778 nM.  
 
La F ig. 7 muestra los análisis de c itometría de fl ujo de fib roblastos embrionarios muri nos que expresan de forma 35 
estable rece ptores q uiméricos que están c omprendidos por el dominio extracelular (E D) del T NFR1 y e l d ominio 
citoplasmático del receptor de muerte Fas, TNFR1-Fas (A) o receptores quiméricos comprendidos por TNFR2-ED y 
Fas (TNFR2-Fas) (B), o rece ptores quiméricos con u na deleción del dominio r ico en c isteína (CRD) 1 del T NFR1, 
CRD1-TNFR1-Fas (C y D) o un mutante de intercambio de CRD1, comprendidos por una molécula de TNFR1-Fas 
que contiene la CRD1 de TNFR2, CRD1TNFR2-TNFR1-Fas (E y F). Estos transfectantes se incubaron en hielo durante 40 
dos hor as con  2.5 g/ml de  IZ I-06.1-Fab (A - C, E, histogramas  b lancos), el antic uerpo es pecífico de T NFR1 
mAb225 (D y F, histogramas blancos), el  anticuerpo específico de T NFR2 80M2 (B, h istograma blanco+negrita) o 
que só lo se tr ataron con ant icuerpos secundarios como control (h istogramas grises). El tampón de incubación fue 
PBA (PBS + albúmina séric a bov ina al 0, 05% + NaN 3 al 0,0 2%). La s célul as se i ncubaron c on anticu erpos 
secundarios marcados con F ITC (80M2  y mAb225: de cabra anti-I gG murina; IZ I-06.1 Fab: de cabra anti-cola de 45 
HIS) y las células se analizaron mediante citometría de flujo. Se v isualizaron las células viables y se proporciona la 
intensidad total de fluorescencia (MnX) para cada anticuerpo. (Con = valores control).  
 
La Fig. 8 muestra diagramas relacionados con la inhibición del TNFR1 por IZI-06.1. Las células Kym I se sembraron 
un día antes d el tratamiento en una placa de 96 pocillos (10.000 células/pocillo en RPMI 1640 +  FCS al 5%). Al dí a 50 
siguiente las células se tratar on con 100 ng/ml de huT NF en tres pasos de di lución. El  control fue l a titulación de 
PBS. Tras 16 horas, las células se analizaron mediante un ensayo de violeta cristal. La absorbancia de DO se midió 
a 550 nm. Los  resultados se muestran como un porcentaje del control (células tratadas con PBS). Panel superior : 
1,25 ng/ml d e huT NF se estimó como u na dosis sufici ente para in ducir la toxic idad máxima. Pan el inferior: Un a 
cantidad constante de 1,25 ng/ml de huTNF se a plicó t ras un a preincubación d e 6 0 min c on 25 g/ml de  H3 98, 55 
H398-Fab o H398-Fab humanizado, todos diluidos en tres pasos. Tras 16 horas, las células se analizaron mediante 
el ensayo de violeta cristal. Se midió la absorbancia de DO a 550 nm. Los resulta dos se muestran como porcentaje 
del control.  
 
La F ig. 9 m uestra la c omposición d e l a sc Fv IZ I-06.1 en  la c onfiguración V H-VL ( a) y V L-VH ( b) así como una 60 
proteína d e fu sión scfv- albúmina (c). T odas las c onstrucciones co ntienen una sec uencia líder N -t erminal para l a 
expresión soluble así como una cola de hexahistidilo (His6) y en el caso de las moléculas scFv también una co la de 
myc. Las secuencias de unión se muestran como barras negras.  
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El ligando de huTNFR1 de acuerdo con la presente invención se une al TNFR1 humano con elevada especificidad, 
interaccionando con l a CRD1 de su rec eptor. De forma in esperada, e l ligando de huTNFR1 se u ne al TNFR1 con 
una afinidad muy elevada, que de forma ventajosa supera la del anticuerpo murino H398. Por lo tanto, el ligando del 
TNFR1 human o qu e se ha descrito anteriormente evita de forma m uy eficie nte la a cción y bio actividad de los  
ligandos qu e aparecen en l a natur aleza d e T NFR1, TNF y  LT y  es  superi or en s u activid ad a ntagonística al 5 
anticuerpo H398 murino descrito previamente en la materia. Debido al contenido de secuencias de amin oácidos de 
origen humano este liga ndo es de una ve ntajosa baja inmunogenicidad. Por lo tanto, el li gando de huTNFR1 de la  
presente i nvención perm ite el tratamie nto de u n paciente que p adece un trastorn o r elacionado c on el T NFR1 si n 
riesgo de reacciones adversas agudas frente a l l igando y/o el ráp ido desarrollo de  respuesta inmune, mientras a l 
mismo tiempo se beneficia de una elevada selectividad y eficiencia de bloqueo de la s ecuencia de aminoácidos de 10 
origen no humano dirigidas contra el huTNFR1.  
 
La presente invención se ilustrará adicionalmente en los siguientes ejemplos, sin ninguna limitación para ésta.  
 
Ejemplos 15 
 
Ejemplo 1: Generac ión in silico de un a ntagonista anti-re ceptor T NF1 b asado en las secuencias d el anticuer po 
monoclonal murino H398 y secuencias génicas de Ig V de línea germinal humana  
 
Las secuencias de aminoácidos del dominio variable de la cadena pesada (VH) del H398 y del dominio variable de la 20 
cadena ligera (VL) (Moosmayer et al., Ther. Immunol., 1995, Nº 2, págs. 31-40) se utilizaron para buscar segmentos 
V de línea germinal humana similares utilizando la base de datos base V (http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk/) así como 
el IgBlast. Esta búsq ueda identificó var ias secuencias VH de líne a germinal (DP75, DP8, DP88) co n una simi litud 
global del 61,2-62,2% y varias secuencias VL de línea germinal (DPK15, DPK13, DPK27, DPK28) con una similitud 
del 8 0,0-81,0%. Las secu encias i dentificadas se alinearon co n las VH y VL d el H398 y se i dentificaron los  25 
aminoácidos críticos para la conformación de las CDR, la interfície  VH/VL así c omo la zona Vernier como s e han 
descrito (O’Bri en S., Jones T ., Antibod y e ngineering, a l ab man ual, Sp ringer, 2001, p ágs. 567- 590; Lo B. K. C., 
Antibody en gineering, meth ods an d pr otocols, Hum ana Press, 200 4, págs. 13 5-159). L as regi ones C DR s e 
asignaron utilizando las definiciones de Kabat, Chothia, AbM y Contact (Martin A. C. R., Antibod y engineering, a lab 
manual, Springer, 2001, págs. 422-439). Además, las clases canónicas de L1-L3 y H1-H2 se determinaron como las 30 
siguientes: L1-4, L2-1, L3-1, H1-1, H2-3 (Martin A. C. R., Antibody engineering, a lab manual, Springer, 2001, págs. 
567-590). P ara el r eemplazo de las CDR, se defi nieron las CD R c omo l as sig uientes: ami noácidos L24-L34 
(CDRL1), L 46-L56 (CD RL2), L8 9-L97 (C DRL3), H 26-H35 (CDRH1), H 47-H65 (CDRH3) y H9 5-H102 (CDRH33). 
Como sec uencias ace ptoras human as, se elig ió e l segm ento de VH d e línea g erminal VH1-6 9 (1- e, DP88) y e l 
segmento de VL de lín ea germinal A3 (DPK15). Las se is CDR se i nsertaron en estos segmentos de línea germinal 35 
variables humanos (Fig. 1). Las secuencias únicas resultantes se denominaron IZI-06.1 VH (Id. d e Sec. Nº 7) y IZI-
06.1 VL (Id. de Sec. Nº 8), respectivamente.  
 
Ejemplo 2: Síntesis de la secuencia de DNA de IZI-06.1 VH y IZI-06.1 VL  
 40 
Se sintetizó el DNA con codones optimizados que codifica los dos dominios variables humanizados (IZI-06.1 VH, (Id. 
de Sec. Nº 7), IZI-06.1 VL (Id. de  Sec. Nº 8)) mediante GeneArt (Regensburg, Alemania) añadiendo las dianas de 
clonaje apropiadas (Fig. 2).  
 
Ejemplo 3: Estructuras modelo de los fragmentos Fv de H398 y IZI-06.1  45 
 
Las estructur as model o d e l os fragme ntos Fv de H39 8 y IZI-06.1 Fv se ge neraron utilizando el s ervidor W eb 
Antibody Mo delling (W AM) ( Whitelegg N. R. J., Rees A.  R., W eb. Prot. Eng., 2000, Nº 13, p ágs. 819-824). U n 
alineamiento de l as d os e structuras mo delo reve la una e levada c oncordancia del es queleto proteico y l a 
conformación de las cadenas laterales, lo que incluye las CDR, con la excepción de CDRH3, que muestra una ligera 50 
distorsión (F ig. 3). Así, la Asp96 d el extremo de la CD RH3 del mo delo H398 y del modelo IZ I-06.1 se ha movi do 
aproximadamente 0,38 nm fuera de la región de unión del antígeno.  
 
Ejemplo 4: Clonaje de IZI-06.1 y construcción de un fragmento de Ig monovalente (formato Fab)  
 55 
Los genes que codifican los dominios variables de las cadenas pesada y ligera (VH, VL) del anticuerpo IZI-06.1 se 
sintetizaron m ediante Gen eArt y  s e pr oporcionaron en  un vector pP CR-Script (pP CR-Script-IZI-06.1-VH, pPCR -
Script-IZI-06.1-VL) que contenía l as d ianas de  clonaje apropiadas. Para el c lonaje del fragmento Fd (VH-CH1) (= 
construcción pAB1-IZI-06.1-Fd) se digirió el plásmido pPCR-Script-IZl-06.1-VH con las enzimas de restricción Sfil y 
Xhol, y el fragmento resultante se clonó en un vector pAB1-CH1 (que contenía el gen del dominio CH1 de la cadena 60 
pesada 1 de inmunoglobulina humana) digerido con las mismas enzimas. Para el clonaje de la cadena ligera (VL-
CL) (= construcción pABI-IZI-06.1-L) se digirió el plásmido pPCR-Script-IZI-06.1-VL con las enz imas de restricción 
Sfil y Ascl, y el fragmento resultante se clonó en un vector pAB1-CH1 (que contenía el gen del dominio C? humano) 
digerido con las mismas e nzimas. El ge n de la c adena ligera que incluyendo el punto de unión a r ibosomas (RBS) 
codificado por el vector y la secuencia líder pelB se amplificó mediante PCR a partir del plásmido pA81-IZI-06.1-L 65 
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utilizando los cebadores A (5’-GAC CAT GAT TAC GCC AAG CTT TCC ACG GCA TGC AAA TTC-3’) (Id. de Sec. Nº 
11) y B (5’-ACG ACG GCC AGT  TCT AGA TTA ACA CT C TCC CCT GTT GAA-3’) (Id. de Sec. Nº 12). Con este 
paso se introducen las dianas HindIII y Xbal en los extremos 5’ y 3’, respectivamente. El producto de PCR se digirió 
con las enzimas de restricción HindIII y XbaI y  se clonó en el plásmido pAB1-IZI-06.1- Fd digerido con las mismas 
enzimas. Esto  resu lta en un pl ásmido fi nal de  e xpresión bacteriana pA B1-IZI-06.1-Fab q ue cod ifica un  fragm ento 5 
Fab del anticuerpo IZI-06.1, lo que incluye una cola de hexahistidilo en el extremo C-terminal del fragmento Fd.  
 
Ejemplo 5: Sistema de expresión  
 
Vector:     pAB1 (Kontermann et al., 1997) 10 
 
Células:     E.coli TG1 (Stratagene, La Jolla, U.S.A.) 
 
Principio básico:  La expresión del Fab IZI-06.1 está bajo control de P Lac y está inducida por IPTG 

de acuerdo con procedimientos estándar. La selección se consigue mediante la 15 
adición de ampicilina (bla-Gen). 

 
La secu encia l íder peL B en N-terminal per mite la e xpresión per iplasmática de l 
producto gé nico dia na, elim inándose esta  ú ltima de la pr oteína di ana a través  
del procesado proteolítico en el periplasma. La proteína diana (IZI-06.1) se aisla 20 
como una pr oteína s oluble tras l a d esestabilización de la pared celular 
bacteriana con EDTA y lisozima. Las células bacterianas restantes se estabilizan 
osmóticamente como esferoblastos con tampón de sacarosa/ MgSO4 para evitar 
la lisis celular, y las células se separan mediante centrifugación. 
 25 

Expresión: 
 
Procedimiento:    Cultivo en frascos en agitación, por lotes. 
 
Pre cultivo:  50 mL de medio LB m ás 100 g/mL de am picilina y glucosa al 1 %, se inoculó 30 

con un a ún ica colo nia d e E.coli. Se inc ubó tod a la n oche a 3 0°C en un a 
plataforma giratoria (125 rpm). 

 
Cultivo principal:  1 L de medio LB más 100 g/mL de ampicilina y glucosa al 0,1 %, se inoculó con 

5 % (V/V) de pre cultivo. Se incubó a 30°C en una plataforma giratoria (125 rpm). 35 
A una DO600 (~ 3 h de tiem po de i ncubación) se in dujo la expresión de proteína 
mediante la adición de IPTG (concentración final 1 mM). El tiempo de expresión 
fue de 3,5 h a 25°C. 

 
Extracción:  El cultivo se c entrifugó 10 m in a 4000 g. L os botones se resusp endieron en 50  40 

mL de tamp ón de so lubilización de p eriplasma PPA (P PA: Tris-HCl 30 mM, 
EDTA 1 mM, Sacarosa al 2 0%). Se añ adió lisoz ima 5 0 g/mL y se in cubó la 
suspensión du rante 30 mi n en hi elo. Se e liminaron l os e sferoblastos medi ante 
centrifugación a 18.00 0 g. El sobren adante (extracto de periplasma) se  dializ ó 
durante la noc he con 200 x Vol. de PBS. El  rendimiento típico de este pr otocolo 45 
de expresión/ extracción es de 1-2 mg de Fab IZI-06.1/L de cultivo. 

 
Ejemplo 6: Purificación  
 
Principio básico:  Un protocolo de purificación en tres pasos con dos tandas de IMAC consecutivas 50 

seguidas p or cromatografía de exclusión por tam año ( SEC). El IZ I-06.1 es 
portador de u na col a de m yc-His en C-t erminal (véas e pAB1, estra tegia d e 
clonación). El  primer y se gundo p aso de p urificación es med iante IMAC  
(cromatografía de  afi nidad de ion metá lico i nmovilizado). Los  resi duos de 
histidina d entro de la c ola de His se u nen específicame nte a los i ones de N i 55 
quelados en el ligando en una matriz de Sefarosa. El segundo paso de IMAC es 
para c oncentrar el  pro ducto. Se rea lizó u na SEC  d e fo rma semi- preparativa 
utilizando FPLC (Pharmacia, Alemania). Este paso separa de acuerdo con el PM 
relativo y permite la separación de agregados de mayor PM de la proteína diana 
así como prot eínas d e ma yor y me nos P M y contam inantes n o prote icos. De  60 
forma esp ecífica, la pr oteína di ana IZI-06.1 mal plegada y/o n o pr ocesada 
muestra un P M relativo ma yor en l a SE C y p uede s epararse d el producto 
bioactivo correctamente plegado.  
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IMAC (1):  
 
Columna:    HiTrap 5 mL (Ni-Ion quelante) (Amersham Pharmacia).  
 
Aplicación:    4 x 50 mL extracto periplásmico (dializado).  5 
 
Tasa de flujo:    0,5-1,0 mL/min.  
 
Fracción de lavado: Tampón fosfato sódico 25 mM pH 8, 0; NaCl  0,5 M; I midazol 2 5 m M, 5 X 

V(columna).  10 
 
Elución:     Tampón fosfato sódico 25 mM pH 8.0; NaCl 0,5 M; Imidazol 500 mM. 
  
Fracciones:  8 x 3,5 mL IZI-06.1 eluye predominantemente en las fracciones 2 y 3 (Figs. 5a, 

5b). Las fracciones 2-4 se juntaron y dializaron con 500 x Vol. de PBS. El 15 
dializado resultante se concentró mediante un segundo paso de IMAC (IMAC 2). 

 
IMAC (2): 
 
Columna:    HiTrap 1 mL (Ni-Ion quelante) (Amersham Pharmacia).  20 
 
Aplicación:    2 x 3 mL fracciones dializadas a partir de IMAC (1) (2 tandas). 
 
Tasa de flujo:    0,5-1,0 mU/min 
 25 
Fracción de lavado: Tampón fosfato sódico 25 mM pH 8, 0; NaCl  0,5 M; I midazol 2 5 m M, 5 X 

V(columna).  
 
Elución:     Tampón fosfato sódico 25 mM pH 8.0; NaCl 0,5 M; Imidazol 500 mM. 
  30 
Fracción:    8 x 1,0 mL 
 
SEC/ FPLC: 
 
columna:    Super dex 200 (Pharmacia) 35 
 
Eluyente:    PBS (estéril filtrado) 
 
Aplicación:    200 L de fracción 2 o 3 a partir de IMAC(2) 
 40 
Tasa de flujo:    0,25 mL/min 
 
Fracciones:    Nº 1-5: 1 mL, Nº 5-35: 0,5mL 

IZI-06.1 Fab está presente principalmente en las fracciones 24/25 (Fab activo 
mediante el bioensayo) y en pequeñas cantidades en las fracciones 20/21 (Fab 45 
menos activo, probablemente de forma predominante proteína mal plegada). 

 
Ejemplo 7: Actividad funcional de IZI-06.1 Fab  
 
Características de unión, determinación de la afinidad de unión mediante estudios de equilibrio de unión:  50 
 
Para la determinación de la afinidad a TNFR1, se realizaron estudios de saturación de unión a 4°C con IZI- 06.1 Fab 
marcado de fo rma radi oactiva. El anticu erpo se marcó co n yodo 125 uti lizando el mét odo d e la c loramina T . En 
resumen, 10 g de proteína purificada se incuba en tampón fosfato (pH 7,4) a tem peratura ambiente con 3,7 x 107 
Becquerel de Na 125I junto con cloram ina T. La reacción se detiene con Na-disulfito y exceso de Nal y las proteínas 55 
marcadas se separan mediante filtración en gel utilizando una columna PD10. (Pharmacia). Se recogieron fracciones 
de u n mil ilitro. La pr oteína s e el uyó en las fraccion es 2  y 3, se d etectó 125I libre e n las fracc iones 7 a 9. L a 
concentración de proteína resultante fu e d e 2,7 g/ml y la ra dioactividad fu e d e 1 20.000 cpm/n g. El materi al 
bioactivo se determinó mediante la incubación de cantidades constantes de IZ I-06.1 Fab marcado con cantidades 
crecientes de células d e fibr oblasto de r atón q ue e xpresan T NFR1-Fas. La curva h iperbólica res ultante se uti lizó 60 
para aj ustar u na ecu ación d e uni ón de u n sitio media nte regresió n lin eal y e l valor d e uni ón má ximo extra polado 
(Bmax) represe nta el p orcentaje d e mater ial bio activo (a prox. 1 0%). L os datos d e est e an álisis se utilizaron para 
calcular las concentraciones de anticuerpo aplicadas en los siguientes experimentos.  
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Para determinar la afi nidad (valor KD) de IZI-06.1 Fab, se incubaron 200.000 células positivas para TNFR1-Fas en 
hielo durante tres horas con concentraciones crecientes de IZI-06.1 marcada (2,5 - 50 ng en un volumen total de 150 
l). Como tampón de unión, se utilizó tampón fosfato salino + 2% suero fetal bovino + 0,02 % de NaN3. Se determinó 
la unión no específica mediante la coincubación de células con la concentración correspondiente 180 veces superior 
de IZI-06.1 no  marcado. La uni ón de 12 5I-Fab se determ inó c on un co ntador gamm a y los datos r esultantes se  5 
utilizaron para ajustar una hipérbola de unión de un sitio que contiene la constante de saturación de la unión KD:  
 
Unido=(Bmax x [IZIFab]) / {[IZIFab] + KD) 
 
La ca lidad de  los datos s e eval uó al r ealizar una trans formación p or a li nearización, tambi én c onocida c omo 10 
representación de Scatchar d. Los datos re sultantes mu estran que la u nión de IZ I-06.1 a T NFR1 es saturabl e y 
específica, con una afinidad aparente de KD = 0,778 nM.  
 
Características de unión, selectividad de TNFR1 y mapeo de epítopos mediante intercambio/deleción del dominio de 
receptor y análisis de FACS:  15 
 
Se utilizó un IZI-06.1-Fab positivo para la cola de His para determinar la especificidad de la unión de TNFR1 o unión 
de TNFR1-Fas, respectivamente así com o la caracterización del epítopo reconocido por el d erivado de anticuerpo. 
La F igura 7A muestra u n a nálisis d e cito metría de fl ujo por i nmunofluorescencia indirecto. El IZ I-06.1-Fab tiñ e 
positivamente las células que expresan la quimera TNFR1-Fas en comparación con el c ontrol negativo (reactivo de  20 
detección: a nticuerpo es pecífico d e H is mar cado c on F ITC. La i ntensidad com parablemente b aja d e la tinc ión e n 
comparación con el IF indirecto con mab225 específico de TNFR1 (Fig. 7D) se sabe que es debido principalmente a 
los d iferentes reactivos secundarios de detección utilizados (anticuerpo específico  de detección de His-tag versus 
anticuerpo de detección anti Ig de ratón). La unión no específica ocurre sobre las células que expresan TNFR2-Fas 
en comparación con el Control negative, el anticu erpo 80M2 específico de TNFR2 que sirve como co ntrol pos itivo 25 
(Fig. 7B). La tinció n no específica ocurre sobre una célula positiva para constrrucciones de TNFR1- Fas, en las que  
el dominio distal de membrana rico en cisteínas (CRD) 1 ha sido eliminado (Fig. 7C). Esta construcción, no obstante, 
se puede detectar fácilmente mediante otro mab específico de TNFR1, mab225 (Fig 7D). Además, no ocurre tinción 
específica sobre una célula que expresa una construcción TNFR1-Fas funcional (competente de señales), en el que 
la mem brana distal CR01 h a sid o sustitui da p or la del TNFR2 (F ig. 7E). De nu evo, esta qu imera de rec eptor s e 30 
puede detectar fácilmente mediante el mab225, conocido por unirse a TNFR1 fuera del CRD1. Los datos mostrados 
en la fi g. 7C-F permiten por l o tanto concluir que IZI-06.1 reconoce el C-RD1 de TNFR1. Los inventores saben que 
CRD1 está involucrado de forma crítica en la unión de TNF influyendo en la conformación de CRD2, proporcionando 
este últim o, ju nto con CRD3, uno de los sitios d e con tacto directos  a lig ando ( datos no publicados por l os 
inventores).  35 
 
Inhibición de la acción de TNF:  
 
Se an alizó e l IZI-06.1 F ab p urificado p ara la activi dad a ntagonista e n u n mod elo de línea ce lular d e rab domio-
sarcoma humano Kym-1, que es altamente sensible a TNF (LD50 por debajo de 100 pg/ml de sTNF, sin necesidad 40 
de inhibición de la síntesis de proteínas) y responde a través de amb os TNFR1 y TNFR2 (la ruta de se ñalización de 
este último mostró previamente la inducción mediante la señalización endógena de NF-kB la expresión de TNF y la 
posterior señalización autotrópica de la apoptosis de la membrana expresada por TNF mediante TNFR1; (Grell at al., 
EMBO J., 1999, Nº 18, p. 30 34-3043). La actividad antagonista de IZI-06.1 Fab se compara con mab H398 murino y 
se prepara enzimáticamente el Fab a partir de H398. La Figura 8 m uestra el  bloqueo eficiente y completo de TNF 45 
mediado por l a acci ón citotó xica so bre l as células K ym-1 mediante IZ I-06.1 F ab, a c oncentraciones dos a c uatro 
veces inferiores si s e comparan con Fab H398. El mab de longitud completa, ta l como se esperaba de resultados 
anteriores, m uestra u na mayor activ idad n eutralizadora en c omparación c on los F abs monovalentes a  
concentraciones inferiores, pr obablemente debido a un a tasa del r eactivo div alente m ás ba ja (m ayor avidez). Es 
importante destacar que, e l mab H398 no logra un bloqueo completo de la actividad de TNF en este ensa yo in vitro 50 
tan sensible, debido a la conversión a partir de un antagonista en un agonista parcial a altas concentraciones. Esto 
se ex plica med iante el  au mento de pendiente d e d osis en el entrecruzamiento d e T NFR, formand o así d e form a 
potencial complejos funcionales de señalización de TNFR independientes de ligando, (véase también Moosmayer et 
al., Ther. Immunol., 1995, Nº 2, p. 31-30)  
 55 
En resumen, de acuerdo con la presente invención, una de las características clave sorprendentes e inesperadas es 
que el antagonista IZ I-06.1 Fab esp ecífico de T NFR1 m uestra u n bloqueo s uperior d e la  activi dad de T NFR1 en  
comparación con un e xistente Fab murino de la misma e specificidad y es superior a un mab d e longitud completa 
debido a la completa falta de capacidad de entrecruzamientro de TNFR, es decir IZI-06.1 Fab carece de potencial 
intrínseco de señalización y por tanto un verdadero antagonista de TNFR1.  60 
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Ejemplo 8: Fv IZI-06.1 de cadena sencilla y derivados del mismo  
 
Clonaje y expresión de scFv IZI-06.1 (VH-VL):  
 
ScFv IZI-06.1 (VH-VL) está gener ado medi ante u na c lonación de d os pasos e n el vector fagé mido pH EN2 5 
introduciendo un enlazante de 15 residuos (GGGGSGGGGSGGSAQ) (Id. de Sec. Nº: 13) codificado en un vector así 
como una sec uencia líder p elB en N-terminal y u na col a m yc y c ola h exahistidilo ( His6) e n C-term inal. P ara la 
expresión soluble, la secuencia que codifica el scFv se obtiene mediante la digestión del plásmido de DNA pHEN2-
scFv IZI-06.1 (VH-VL) con las enzimas de restricción Sfil y Notl y el clonaje del fragmento resultante en el vector de 
expresión pAB1 se digiere con las mismas enzimas. La expresión y purificación se realiza como sigue: 2 L de 2xTY, 10 
100 g/mL de ampicilina, 0,1% de glucosa se inocula durante la noche con 20 ml de cultivo de TG1 transformado y 
se hace crecer hasta fase exponencial (DO600 =0,8) a 37°C. La expresión de proteínas se induce mediante la adición 
de IPT G 1 mM y las bacterias se h acen crecer dur ante 3 h adic ionales a T A. Las células se rec ogen med iante 
centrifugación y s e r esuspenden e n 1 00 ml  de  T ris-HCl 3 0 mM, p H 8, 0, EDT A 1 mM, sacar osa al 2 0%. T ras la 
adición de 5 mg de lisozima, las células se incubaron durante 15-30 min sobre hielo. Tras la adición de Mg2SO4 10 15 
mM las célu las se centrifugaron a 10.000 g durante 30 min, 4°C. El sobrenadante se d ializó con PBS y se cargó e n 
una co lumna Ni-NTA (Qiagen, Hilden, Alemania) equilibrada con tampón fosfato só dico 50 mM, pH  7,5, NaCl 5 00 
mM, imidazol 20 mM. T ras un paso de lavado (tampón fosfato sódico 50 mM, pH 7,5, NaCl 500 mM, imidazol 35 
mM) se eluyeron los fragmentos de anticuerpo recombinante con cola de His con tampón fosfato sódico 50 mM, pH 
7,5, NaCl 500 mM, imidazol 100 mM. Las fracciones de pr oteína se juntaron y dializaron con PBS. La concentración 20 
de proteína se determinó espectrofotométricamente y se calculó utilizando el valor e calculado de cada proteína.  
 
Clonaje y expresión de una proteína de fusión scFv IZI-06.1-albúmina:  
 
Se generó una proteína d e fusión de albúmina con scF v IZI-06.1 (VH-VL) humano (Id. d e Sec. Nº: 10) medi ante la 25 
clonación d el DNA q ue c odifica scF v IZ I-06.1 (VH-VL)  d e un  pl ásmido, pAB1 com o fragmento Sfil- Notl e n u n 
plásmido pSecTagA-HSA que contiene el cDNA que codifica la albúmina humana. El plásmido de DNA se transfectó 
con L ipofectamina™2000 (Invitrog en, Ka rlsruhe, Al emania) e n cél ulas HEK29 3. Los  transfectantes  establ es se 
generaron me diante se lección co n ze ocina (3 00 g/ml). Las c élulas se e xpandieron y crecieron h asta u na 
confluencia del 90% en medio RPMI, FCS 5%. Para la producción de proteína, las células se cultivaron en Opti-MEM 30 
(Invitrogen, Ka rlsruhe, Al emania) sust ituyendo el me dio cada 3 días du rante 3-4 v eces. Los sobr enadantes se  
juntaron y las proteínas se concentraron mediante precipitación con sulfato de amonio (saturación del 60%), a ntes 
de cargar en una columna Ni-NTA (Qiagen, Hilden, Alemania). La purificación mediante IMAC se realizó tal como se 
ha descrito antes 
 35 
Listado de secuencias 
 
<110> Universität Stuttgart pfizenmaier, Klaus 
<120> Antagonistas selectivos de huTNFR1  
<130> ninguno 40 
<160> 17 
<170> PatentIn versión 3.3 
<210> 1 
<211> 10 
<212> PRT 45 
<213> Mus musculus 
<400> 1 

 
<210> 2 
<211> 20 50 
<212> PRT 
<213> Mus Musculus 
<400> 2 

 
<210> 3 55 
<211> 6 
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<212> PRT 
<213> Mus Musculus 
<400> 3 

 
 
<210> 4 5 
<211> 18 
<212> PRT 

<213> Mus Musculus 
<400> 4 
 10 
 
<210> 5 
<211> 11 
<212> PRT 
<213> Mus Musculus 15 
<400> 5 

 
<210> 6 
<211> 9 
<212> PRT 20 
<213> Mus Musculus 
<400> 6 

 
<210> 7 
<211> 115 25 
<212> PRT 
<213> Artificial 
<220> 
<223> IZI-06.1 VH - fragmento de anticuerpo humanizado 
<400> 7 30 
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<210> 8 
<211> 113 
<212> PRT 
<213> Artificial 5 
<220> 

<223> IZI-06.1 VL - fragmento de anticuerpo humanizado 
 
<400> 8 
 10 
<210> 9 
<211> 288 
<212> PRT 
<213> Artificial 
<220> 15 
<223> scFv IZI-06.1 VH-VL - fragmento de anticuerpo humanizado 
<400> 9 
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 <210> 10 
<211> 867 
<212> PRT 
<213> Artificial 5 
<220> 
<223> Proteína de fusión scFv IZI-06.1 HSA  
<400> 10 

  
10 
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<210> 11 

<211> 39 
<212> DNA 
<213> Artificial. 
<220> 5 
<223> Cebador A 
<400> 11 
gaccatgatt acgccaagct ttccacggca tgcaaattc 39 
<210> 12 
<211> 39 10 
<212> DNA 
<213> Artificial 
<220> 
<223> Cebador B 
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<400> 12 
acgacggcca gttctagatt aacactctcc cctgttgaa 39 
<210> 13 
<211> 15 
<212> PRAT 5 
<213> Artificial 
<220> 
<223> Residuos del enlazante 

<400> 13 
 10 
<210> 14 
<211> 345 
<212> DNA 
<213> Artificial 
<220> 15 
<223> IZI-06.1 VH - fragmento de anticuerpo humanizado VH 
<400> 14 

 
<210> 15 
<211> 339 20 
<212> DNA 
<213> Artificial 
<220> 
<223> IZI-06.1 VL - fragmento de anticuerpo humanizado 
<400> 15 25 

 
<210> 16 
<211> 867 
<212> DNA 
<213> Artificial 30 
<220> 
<223> scFv IZI-06.1 - fragmento de anticuerpo humanizado 
<400> 16 
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<210> 17 
<211> 2604 
<212> DNA 5 
<213> Artificial 
<220> 
<223> scFv IZI-06.1 HSA proteína de fusión 
<400> 17 

  10 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un  li gando de l h uTNFR1 qu e com prende una co nstrucción d e proteínas c on ( i) una o m ás s ecuencias de 
aminoácidos de or igen humano capaces de reducir la respuesta i nmunogénica de d icho l igando del huTNFR1 en  
humanos, y (ii) una o más secuencias de aminoácidos de origen no humano capaces de unirse de forma selectiva al 5 
huTNFR1, en la que la construcción de proteínas comprende la secuencia de aminoácidos de acuerdo con el Id. de 
Sec. Nº 7 como domin io variable de la cadena pesada (VH) y la secuencia de aminoácidos de acuerdo con el Id. de  
Sec. Nº 8 com o dominio variable de la cadena ligera (VL), o un fragme nto de u n anticuerpo humanizado, siendo el 
fragmento una scFv que comprende la secuencia de aminoácidos de acuerdo con el Id. de Sec. Nº 9.  
 10 
2. El lig ando de huT NFR1 de acu erdo con reivindicación 1, qu e comprende un a cola adicional que  permite la  
interacción específica con un compuesto aceptable a nivel biológico.  
 
3. El ligando de huTNFR1 de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, en el que la construcción de proteínas además 
comprende un compuesto aceptable a nivel biológico unido de forma no covalente o unido de forma covalente a ésta 15 
mediante la conjugación química post-traduccional o mediante tecnología de DNA recombinante.  
 
4. El ligando de huTNFR1 de acuerdo con la reivindicación 3, en la que el compuesto aceptable a nivel biológico se 
selecciona de entre el grupo que consiste en las proteínas séricas.  
 20 
5. El liga ndo d e huT NFR1 de acuer do co n las reivin dicaciones 3 o 4, en las q ue el compuesto ac eptable a niv el 
biológico es la albúmina.  
 
6. El ligando de huTNFR1 de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones de 3 a 5, en las que la construcción de 
proteínas comprende una proteína de fusión con albúmina sérica humana de acuerdo con el Id. de Sec. Nº 10.  25 
 
7. Un ácido nucleico que codifica el ligando del huTNFR1 de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 
6.  
 
8. Un vector que comprende la secuencia de ácido nucleico de acuerdo con la reivindicación 7.  30 
 
9. Una c élula huésped ais lada q ue c ontiene e l áci do nucleico de acuerdo co n la r eivindicación 7 o  el vector de 
acuerdo con la reivindicación 8.  
 
10. U na c omposición farm acéutica q ue comprende u na ca ntidad efectiva a n ivel terap éutico d el l igando del 35 
huTNFR1 de acuer do co n cual quiera d e l as reivi ndicaciones d e 1 a 6 , y  o pcionalmente uno o más  compon entes 
adicionales seleccionados de entre e l grupo que consiste en un transportador aceptable a n ivel farmacéutico, sales 
aceptables a nivel farmacé utico, un a gente au xiliar, un  estabilizante, un d iluyente y u n so lvente, o cua lquier 
combinación de los mismos.  
 40 
11. La composición farmacéutica de acuerdo con la re ivindicación 10 para el  tratamiento de la  artritis  reumatoide, 
psoriasis, enf ermedad de  Cr ohn, co litis ulcerosa y otras enferme dades inflamatorias crónic as y /o autoinmunes, 
infecciones virales o  b acterianas agudas fu lminantes, e nfermedades m etabólicas, enfermedades 
neurodegenerativas agudas, enfermedades neurodegenerativas crónicas, preferiblemente seleccionadas de entre la 
esclerosis m últiple, enf ermedad de Parki nson y Alzheimer, enferme dades g enéticas hereditarias e n las que T NF/ 45 
TNFR1 es el medi ador patológico ca usante, preferi blemente se leccionadas de e ntre el síndrom e de la fi ebre 
periódica y el querubismo, y el cáncer.  
 
12. Un proceso para la producción de un ligando de huTNFR1 con una respuesta inmunogénica reducida cuando se 
administra a u n ser hum ano, que com prende los pasos de (a) proporcionar una construcción de pr oteína como la 50 
que se ha d efinido en cu alquiera d e las  reivin dicaciones de 1 a 6,  (b) identific ar una o más secuencias de 
aminoácidos d e orige n hum ano ca paces de un irse de fo rma selectiv a al huT NFR1 mediante sel ección g uiada 
utilizando una o más de las secuencias de aminoácidos de la construcción de proteína como matriz, y (c) construir el 
ligando que comprende al menos una o más de las secuencias de aminoácidos identificadas en el paso (b).  
 55 
13. L a uti lización de un  li gando de l h uTNFR1 qu e c omprende una c onstrucción de proteín a d e acuerdo c on 
cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 6,  como matriz para la selección guiada en la identificación y construcción 
de otro li gando de huT NFR1 de baj a inmunogenicidad que comprende sólo secu encias de ami noácidos de origen 
humano.  
 60 
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Figuras 7A a 7F 
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