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DESCRIPCIÓN 

Muteínas de sitio de glucosilación Tlr3 y procedimientos de uso 

Campo de la invención  

La presente invención se refiere a muteínas de sitio de glucosilación TLR3, a ácidos nucleicos que codifican las 
muteínas y a procedimientos de modular la actividad de TLR3 en una célula. 5 

Antecedentes de la invención  

Las patologías asociadas con afecciones inflamatorias representan un reto significativo en el cuidado de la salud y 
pueden ser dolorosas, debilitantes y letales. Por ejemplo, la sepsis y las afecciones asociadas a sepsis afectan a 
más de 750.000 personas anualmente en los EE.UU. con índices de mortalidad de 28-50%, dando como resultado 
215.000 muertes anuales (Natanson y cols., Crit. Care Med. 26: 1927-1931 (1998); Angus y cols., Crit. Care Med. 10 
29: 1303 -1310 (2001)). Otras afecciones inflamatorias tales como las enfermedades inflamatorias del intestino (IBD) 
enfermedad de Crohn y colitis ulcerativa afectan a más de 1 millón de personas por año en los EE.UU. (Hanauer y 
cols., Rev. Gastroenterol. Disord. 3: 81-92 (2003)). 

Las afecciones pulmonares inflamatorias que afectan la función de pulmón tales como enfermedad pulmonar 
obstructiva crónica (COPD), asma e infecciones del pulmón también afectan números significativos de personas en 15 
los EE.UU. COPD, por ejemplo, afecta a unos 10 millones de adultos estimados y la prevalencia está aumentando 
(Mapel y col., Manag. Care Interface 17: 61-66 (2004)). Las patologías asociadas con estas afecciones inflamatorias 
y con exacerbaciones de estas afecciones tienen impactos significativos en la salud y económicos. 

La exacerbación en enfermedades pulmonares tales como asma y COPD se caracteriza por el empeoramiento de 
los síntomas y por un declive en la función pulmonar. Las infecciones víricas están asociadas con exacerbaciones 20 
de muchas enfermedades pulmonares (Johnston, Am. J. Respir. Crit. Care Med. 152: S46-52 (1995); Bandi y cols., 
FEMS Immunol. Med. Microbiol. 37: 69-75 (2003)) y se cree que son una causa principal de exacerbaciones. La 
secreción de citocinas proinflamatorias en los pulmones tras infección vírica representa una etapa crucial en 
promover la respuesta inflamatoria en diversas enfermedades pulmonares (Gern y col., Am. J. Respir. Cell. Mol. 
Biol. 28: 731-737 (2003); Panina-Bordignon y col., Curr. Opin. Pulm. Med. 9: 104-110 (2003)). 25 

El reconocimiento de antígenos microbianos por el sistema inmunitario del huésped está mediado a través de 
receptores inmunes innatos, cuya activación representa un paso importante en la iniciación de una respuesta 
inflamatoria. Los receptores de peaje (TLR) representan una familia de receptores inmunes innatos que juegan un 
papel crucial en mediar una respuesta inmune a antígenos extraños. TLR3, por ejemplo, es un receptor de 
reconocimiento de patrón de mamíferos que reconoce ARN de doble hebra (ds) así como el análogo de ARN de 30 
doble hebra ácido polirriboinosinicribocitidílico (poli I:C), (Alexopoulou y cols., Nature 413: 732-238 (2001)). Además, 
se ha mostrado que TLR3 reconoce ligandos endógenos tales como ARNm liberado de células necróticas (Kariko y 
cols., J. Biol. Chem. 26: 12542-12550 (2004)) indicando que la muerte celular necrótica en los sitios inflamatorios 
puede contribuir a activación de TLR3. Una secuencia aminoacídica humana de longitud total TLR3 y una secuencia 
polinucleotídica codificante se muestra en la SEC ID N.º: 1 y la SEC ID N.º: 2, respectivamente. 35 

La activación de TLR3 por el análogo de ARN vírico poli(I:C) o por ligandos de ARNm endógenos induce secreción 
de citocinas y quimiocinas, un hallazgo que indica que la activación de TLR3 modula los resultados de la 
enfermedad durante la inflamación asociada a infección. Así, se piensa que la ligazón de TLR3 in vivo tiene lugar en 
el contexto de la infección vírica (Tabeta y cols., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 101: 3516-3521 (2004)) o de la 
necrosis asociada con inflamación (Kariko y cols., J. Biol. Chem. 26: 12542-12550 (2004)). En general, estos datos 40 
demuestran que la ligazón de TLR3 inicia cascadas de fosforilación y eventos de activación transcripcional que dan 
como resultado la producción de numerosas citocinas inflamatorias que se piensa que contribuyen a la inmunidad 
innata (revisada por Takeda y Akira, J. Derm. Sci. 34: 73-82 (2004)). Adicionalmente, estos datos sugieren que la 
activación de TLR3 sostenida puede ser un componente crítico en la modulación de enfermedades inflamatorias 
asociadas con infección. Los datos publicados dan respaldo a esta hipótesis como se muestra por hallazgos que 45 
asocian sobreproducción de citocinas proinflamatorias con síndrome de respuesta inflamatoria sistémica, asaltos de 
citocinas agudos asociados con infecciones (revisados por Van Amersfoort y cols., Clin. Microbiol. Rev. 16: 379-414 
(2003)) y afecciones crónicas mediadas por el sistema inmune tales como artritis reumatoide (revisados por Miossec 
y cols., Curr. Opin. Rheumatol. 16: 218-222 (2004)) y enfermedades intestinales antiinflamatorias (revisados por 
Ogata e Hibi, Curr. Pharm. Des. 9: 1107-1113 (2003)). 50 

De forma importante, está llegando a estar claro que la actividad TLR3 también juega un papel significativo en 
afecciones tales como síntomas de enfermedad inflamatoria del intestino, sepsis, patologías pulmonares mediadas 
por citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento y afecciones inflamatorias pulmonares que resultan de 
infiltración de células inflamatorias incrementada en tejidos pulmonares. Sin embargo, ha estado poco claro, si hay 
alguno, el efecto que tiene glucosilación de TLR3 sobre actividad de TLR3 y sobre las afecciones mediadas por 55 
TLR3. 
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Así, existe una necesidad para entender el efecto de glucosilación de TLR3 en actividad de TLR3 y para explotar 
esta información para desarrollar composiciones y métodos que modulen eficazmente actividad de TLR3. 

Breve descripción de los dibujos  

El panel (A) de la figura 1 muestra espectros de masas de MALDI-TOF de dominio extracelular de hTLR3 (ECD) y el 
panel (B) muestra espectros de masas MALDI-TOF de ECD de hTLR3 tratados con desglucosidasas. 5 

La figura 2 muestra en efecto de N-glucosilación con tunicamicina en activación inducida por poli(I:C) de 
señalización de hTLR3 en células HEK293. 

La figura 3 muestra el efecto de N-glucosilación de ECD por mutagénesis de N247, N252, o N413 en hTLR3 (SEC 
ID N.º: 2) en activación de señalización de hTLR3 en células. El panel (A) es un alineamiento de sitios de N-
glucosilación posibles a partir de homólogos de hTLR3 seleccionados; paneles (B) y (C) son ensayos de activación 10 
de hTLR3 llevados a cabo con los mutantes de hTLR3 indicados en 10 µg/ml (B) o 2,5 µg/ml (C) del ligando de 
hTLR3 poli(I:C). 

La Fig. 4 muestra el efecto de N-glucosilación de ECD de hTLR3 por mutagénesis de N247, N252, o N662 de hTLR 
(SEC ID N.º: 2) en activación de señalización de hTLR3 inducida por poli(I:C) en células. 

Sumario de la invención  15 

Un aspecto de la invención es una cadena peptídica que comprende una secuencia de aminoácidos de SEC ID N.º: 
6 y al menos una mutación en 3 residuos de aminoácidos de un alineamiento de posición con N636 de la secuencia 
de aminoácidos SEC ID N.º: 6. 

Otro aspecto de la invención es una cadena peptídica que comprende al menos una mutación en 3 residuos de 
aminoácidos de posición N636 de la secuencia de aminoácidos SEC ID N.º: 6. 20 

Otro aspecto de la invención es una cadena peptídica que comprende la secuencia de aminoácidos SEC ID N.º: 14, 
la SEC ID N.º: 18 o la SEC ID N.º: 20. 

Otro aspecto de la invención es un procedimiento de modular la actividad de TLR3 en una célula que comprende 
disminuir glucosilación de TLR3 en la célula en la que la modulación es atenuación. 

Descripción detallada de la invención  25 

El término "homólogos" quiere decir secuencias de proteínas que tienen identidad de secuencia entre el 40 % y el 
100 % para una secuencia de referencia. Los homólogos de hTLR3 incluyen cadenas peptídicas de otras especies 
que tienen entre el 40% y el 100% de identidad de secuencia para una secuencia de hTLR3 conocida. Los términos 
"homólogo a TLR3" y "TLR3" se utilizan intercambiablemente por toda la memoria descriptiva y reivindicaciones. 

El término "cadena peptídica" como se usa en el presente documento comprende al menos dos aminoácidos que se 30 
dan de forma natural o de forma no natural unidos por enlaces peptídicos. 

El término "actividad TLR3" como se usa en el presente documento se refiere a cualesquiera actividades que tienen 
lugar como un resultado de unión de ligando a un homólogo de TLR3 de superficie celular o que están mediadas, en 
todo o en parte, por al menos una cadena peptídica homóloga de TLR3. 

Las composiciones y los procedimientos de la invención son útiles en modular la actividad de homólogos de TLR3 35 
en células tanto in vitro como in vivo. En particular, las composiciones y procedimientos de la invención pueden 
usarse para atenuar la señalización dependiente de TLR3 in vivo y los procesos biológicos asociados con la 
actividad de TLR3 en afecciones tales como síntomas de enfermedad inflamatoria del intestino, sepsis, patologías 
pulmonares mediadas por citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento y afecciones inflamatorias pulmonares 
que resultan de infiltración de células inflamatorias incrementada en tejidos pulmonares. 40 

Se describe en el presente documento una cadena peptídica que comprende una secuencia de aminoácidos con al 
menos identidad del 75 % con la secuencia de aminoácidos de SEC ID N.º: 6 y al menos una mutación dentro de 3 
residuos aminoacídicos de un alineamiento de posición con N221, N226, N387, o N636 de la secuencia de 
aminoácidos SEC ID N.º: 6. La identidad de porcentaje entre dos cadenas peptídicas se puede determinar por 
alineamiento usando los ajustes por defecto del algoritmo BLASTP 2.2.12 [7-agosto-2005] con filtración de 45 
complejidad baja desactivada y usando la SEC ID N.º: 6 como la secuencia de consulta BLASTP. Las secuencias de 
aminoácidos de SEC ID N.º: 8, la SEC ID N.º: 10, la SEC ID N.º: 12, la SEC ID N.º: 14, la SEC ID N.º: 16, la SEC ID 
N.º: 18 y la SEC ID N.º: 20 son ejemplares de tales cadenas peptídicas. Tales cadenas de péptidos pueden 
comprender secuencias adicionales además de la forma madura mutagenizada homóloga de ECD de TLR3. Tales 
secuencias adicionales pueden ser, por ejemplo, péptidos señal tales como un péptido señal nativo o los dominios 50 
intracelular y transmembrana nativos del homólogo. Aquellos expertos en la técnica reconocerán otras secuencias 
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adicionales tales como secuencias de marca de afinidad u otras secuencias que facilitan actividad, función o 
purificación de TLR. 

Tales cadenas peptídicas pueden fabricarse fácilmente determinando la identidad de porcentaje entre un homólogo 
de TLR3 y la SEC ID N.º: 6 como se describe anteriormente, seleccionando un homólogo con al menos identidad del 
75% a SEC ID N.º: 6, identificando un alineamiento de posición con N221, N226, N387, o N636 de la SEC ID N.º: 6, 5 
e introduciendo al menos una mutación en 3 residuos de la posición identificada. De forma importante, el resto de 
sitio de glucosilación consenso de núcleo es el resto Asn-X-Ser/Thr de 3 residuos de aminoácidos. Tales 
mutaciones pueden ser sustituciones, deleciones, o inserciones y pueden generarse usando mutagénesis in vitro e 
in vivo bien conocidas en la técnica. Tales cadenas peptídicas también pueden comprender mutaciones adicionales 
incorporadas en el homólogo de TLR3 que no aparecen en 3 residuos de aminoácidos de un alineamiento de 10 
posición con N221, N226, N387, o N636 de la secuencia de aminoácidos SEC ID N.º: 6. 

Se describe en el presente documento una cadena peptídica que comprende al menos una mutación en tres 
residuos de aminoácidos de posición N221, N226, N387, o N636 de la secuencia de aminoácidos SEC ID N.º: 6. Las 
secuencias de aminoácidos de SEC ID N.º: 8, la SEC ID N.º: 10, la SEC ID N.º: 12, la SEC ID N.º: 16, la SEC ID N.º: 
18 y la SEC ID N.º: 20 son ejemplares de tales cadenas peptídicas. Tales mutaciones pueden ser sustituciones, 15 
deleciones, o inserciones y pueden generarse usando técnicas de mutagénesis in vitro e in vivo bien conocidas en la 
técnica. Tales cadenas peptídicas pueden comprender también secuencias adicionales como se discute 
anteriormente. 

Se describe en el presente documento una cadena peptídica que comprende la secuencia de aminoácidos SEC ID 
N.º: 8, la SEC ID N.º: 10, la SEC ID N.º: 12, la SEC ID N.º: 14, la SEC ID N.º: 16, la SEC ID N.º: 18 o la SEC ID N.º: 20 
20. Tales cadenas peptídicas pueden comprender también secuencias adicionales como se discute anteriormente. 

En una realización la invención proporciona un ácido nucleico que codifica una cadena peptídica de la invención. 

En el presente documento se describe un ácido nucleico que comprende la secuencia de ácidos nucleicos de la 
SEC ID N.º: 7, la SEC ID N.º: 9, la SEC ID N.º: 11, la SEC ID N.º: 13, la SEC ID N.º: 15, la SEC ID N.º: 17 o la SEC 
ID N.º: 19. 25 

Los ácidos nucleicos de la invención pueden fabricarse usando técnicas in vivo o in vitro conocidas por aquellos 
expertos en la técnica. Tales ácidos nucleicos pueden comprender ADN y ARN. Además, tales ácidos nucleicos 
pueden comprender secuencias de ácidos nucleicos adicionales o pueden estar conjugados con otra clase de 
moléculas. Por ejemplo, tales ácidos nucleicos pueden insertarse dentro de ácidos nucleicos de vector o 
suministrarse a una célula o sistema para producir expresión de una cadena peptídica codificada por el ácido 30 
nucleico. Tales células o sistemas pueden ser células eucariotas, células procariotas, células de arqueobacterias, o 
sistemas in vitro libres de células tales como sistemas de transcripción y de traducción acoplados in vitro. Técnicas 
para expresión de cadena peptídica, que introducen ácidos nucleicos en vectores y suministran ácidos nucleicos a 
células y células o sistemas adecuados para expresión de cadenas peptídicas codificadas por un ácido nucleico se 
conocen bien por aquellos expertos en la técnica. 35 

Se describe en el presente documento un procedimiento de modular la actividad TLR3 en una célula que comprende 
disminuir glucosilación de TLR3 en la célula usando técnicas tales como inactivation génica o marcado como diana 
de tránscritos (p. ej. ARNsi). La glucosilación de TLR3 puede disminuirse, por ejemplo, proporcionando una célula 
con moléculas pequeñas que inhiben glucosilación de TLR3 tales como tunicamicina, proporcionando homólogos de 
TLR3 en los que un sitio de glucosilación se ha modificado de tal forma que no puede glucosilarse más, 40 
sobreexpresando enzimas glucolíticas en la célula y disminuyendo o inactivando expresión de glucosilasas en la 
célula. Las moléculas de anticuerpo o los fragmentos de anticuerpo también se pueden usar para disminuir 
glucosilación y actividad de TLR3. Tales moléculas de anticuerpos o fragmentos de anticuerpos pueden bloquear 
multimerización de ligando o de receptor uniéndose a la región de la superficie celular TLR3 que contiene residuo 
N221, N226, N387 o N636 de SEC ID N.º: 6. En los procedimientos de la descripción tanto N-glucosilación como O-45 
glucosilación de homólogos de TLR3 pueden marcarse para disminuir glucosilación de TLR3. 

En el presente documento se describe un procedimiento de modular actividad TLR3 en una célula que comprende 
proporcionar tunicamicina a la célula. La tunicamicina puede proporcionarse a una célula in vitro por medio de 
medios de cultivo (en una concentración de aproximadamente 0,2 a 0,5 µg/ml) o in vivo por medio de inyección 
intravenosa por ejemplo. Aquellos expertos en la técnica reconocerán muchos otros procedimientos y rutas por las 50 
que la tunicamicina se puede proporcionar a una célula in vitro o in vivo. 

En otra realización la invención proporciona un procedimiento de modular actividad TLR3 en una célula que 
comprende proporcionar una cadena peptídica de la invención a la célula. Las cadenas peptídicas se pueden 
proporcionar a una célula, por ejemplo, suministrando la cadena peptídica al fluido o tejido que rodea una célula, 
introduciendo un ácido nucleico exógeno que expresa la cadena peptídica dentro la célula, por microinyección de la 55 
cadena peptídica dentro de la célula, o fusionando una célula con una segunda célula o con una vesícula que 
contengan la cadena peptídica. Aquellos expertos en la técnica reconocerán otros medios por los que proporcionar 
una cadena peptídica a una célula. 
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En otra realización la invención proporciona un ácido nucleico de la invención para usar en un procedimiento de 
modular actividad de TLR3 en una célula. Los ácidos nucleicos de la invención pueden proporcionarse a una célula 
a través del uso de vectores víricos, plásmidos, celulares, o vesiculares, a través del uso de microinyección, a través 
del uso de captación de ácidos nucleicos o de competencia que se dan en la naturaleza, a través del uso de 
conjugación a la molécula capaz de entrar en una célula o por cualquier otra técnica conocida por aquellos expertos 5 
en la técnica por la que se puedan introducir dentro de una célula ácidos nucleicos. 

En otra realización de la invención se proporciona a la célula el ácido nucleico por transfección. La transfección de 
ácidos nucleicos dentro de una célula se puede llevar a cabo por una diversidad de técnicas tales como 
electroporación, choque químico, lipofección, fusión de vesículas y otras técnicas conocidas por aquellos expertos 
en la técnica. 10 

La presente invención se describirá ahora con referencia a los siguientes ejemplos específicos, comparativos no 
limitantes. 

Ejemplo 1 

Glicosilación de dominios extracelulares de hTLR3 

El análisis espectroscópico de masas llevado a cabo en el ECD purificado, soluble de hTLR3 expresado 15 
recombinantemente en células HEK293 derivadas de Homo sapiens (número ATCC®: CRL-1573™) reveló un grado 
alto de heterogeneidad de carga entre especies de fragmentos de ECD de hTLR3 ionizados (Fig. 1A) y una masa de 
fragmento iónico promedio de 110 kD. El tratamiento de ECD de hTLR3 expresado recombinantemente con una 
mezcla de desglucosidasas específicas para glucosilación O-engarzada y N-engarzada seguido por análisis 
espectroscópicos de masas reveló que el tratamiento con desglucosidasas disminuyó la masa del fragmento iónico 20 
promedio a 94 kD (Fig. 1B). Además, la incubación del ECD de hTLR3 con ácido N-acetilneuramínico (NANAsa), O-
glicosidasa DS, péptido N-glucosidasa F (PNGasa F), o con un cóctel que contiene todas estas enzimas disminuyó 
la tinción específica de glucoproteínas de ECD de hTLR3 aclarada por SDS-PAGE. Estos resultados indican 
conjuntamente que el ECD de hTLR3 está tanto N-glucosilado como O-glucosilado. 

ECD de hTLR3 para análisis espectroscópicos de masas y análisis de SDS-PAGE específicos de glucoproteínas se 25 
prepararon como sigue. Primero, un ADNc (SEC ID N.º: 1) que codifica la proteína de TLR3 de Homo sapiens de 
longitud total (SEC ID N.º: 2) e idéntico al número de acceso U88879 se clonó dentro de pcDNA3.1. A continuación, 
un fragmento de ADNc que codifica el ECD de hTLR3 (SEC ID N.º: 3) y que consta de aminoácidos 1-703 de la 
hTLR3 de longitud total (SEC ID N.º: 4) se clonó dentro de pcDNA3.1. Este fragmento de ADNc se clonó dentro de 
pcDNA3.1 en fase y en el lado 5' de un ADNc que codifica una marca de afinidad de hexahistidina. El plásmido 30 
resultante codifica un ECD de hTLR3 recombinante que comprende una marca de hexahistidina C-terminal. 

ECD de hTLR3 codificado por este plásmido se expresó, procesó y secretó por células HEK293 transfectadas 
transitoriamente. Las células se transfectaron y se cultivaron usando procedimientos estándar. El ECD de hTLR3 
recombinante con marca de afinidad de hexahistidina carboxiterminal se purificó a partir de sobrenadante de 
cultivos celulares usando una resina de Ni-NTA y se purificó adicionalmente por cromatografía de intercambio iónico 35 
usando procedimientos estándar. Se predice que la mayoría de proteínas ECD de hTLR3 producidas por este 
procedimiento carecen de los primeros 26 residuos de péptido señal, aminoterminales debido a procesamiento 
proteolítico postraduccional y a secreción. La proteína ECD de hTLR3 purificada comprendió residuos de 
aminoácidos 27 a 703 (SEC ID N.º: 6) de hTLR3 de longitud total (SEC ID N.º: 2). 

El análisis espectroscópico de masas de ECD de hTLR3 purificado, recombinante se llevó a cabo como sigue. 40 
Primero, las muestras se concentraron con un concentrador de centrifugación Nanosep™ (Pall Corp., East Hills, 
NY), se desalaron usando C-18 Zip Tips (Millipore Corp., Billerica, MA) y se eluyeron con acetonitrilo al 50 %/ácido 
trifluoroacético al 0,1 %. 1 µl de cada muestra se co-cristalizó después con la matriz en ácido 2,5-dihidroxibenzoico 
en acetonitrilo/agua (50:50) conteniendo ácido trifluoroacético (TFA) al 0,1 %. Los experimentos de MALDI-TOF se 
llevaron a cabo después usando procedimientos estándar y se registraron usando un espectrómetro de masas ABI 45 
Voyager-DE™ STR. Examinando la glucosilación, se incubó 1 µg de proteína ECD de hTLR3 purificada con una 
mezcla de N-glicanasa, O-glicanasa y sialidasa a 37°C durante 24 horas. Los productos de esta incubaci ón se 
analizaron después por espectroscopía MALDI-TOF como se describe anteriormente. 

La preparación de ECD de hTLR3 purificado por resolución de SDS-PAGE y visualización específica de 
glucoproteínas se llevó a cabo como sigue. Primero, se prepararon las muestras que contienen ECD de hTLR3 50 
expresado recombinantemente solo, ECD de hTLR3 incubado con ácido N-acetilneuramínico (NANAsa), ECD de 
hTLR3 incubado con O-glucosidasa DS, péptido N-glicosidasa F (PNGasa F), o un cóctel que contiene todas de 
estas enzimas y ECD de hTLR3. Las muestras que contienen cantidades iguales de ECD de hTLR3 se resolvieron 
después por SDS-PAGE en un gel de gradiente de 4-12% usando procedimientos estándar y la glucoproteína se 
visualizó con tinción de gel de proteínas SYPRO Ruby específica de glucoproteínas (Invitrogen, Inc., Carlsbad, CA). 55 
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Ejemplo 2 

Efecto de N-glucosilación en activación inducida por  poli(I:C) de señalización de hTLR3 en células 

En estos experimentos, la señalización de TLR3 se ensayó usando la construcción génica comunicadora de pNF-
KB-Luciferasa (Stratagene, Inc., Carlsbad, CA) transfectada transitoriamente por procedimientos estándar en células 
HEK293. Esta construcción comunicadora comprende un elemento de ADN sensible a NF-KB ligado a un gen 5 
comunicador de luciferasa. La activación de TLR3 por ligando poli(I:C) incrementa actividad de NF-KB y da como 
resultado activación de genes sensibles a NF-KB tales como el gen comunicador de luciferasa. Las células de 
HEK293 transfectadas con pNF-FCB-Luciferasa estaban cotransfectadas transitoriamente con el vector de control 
pHRL-TK que produjo constitutivamente una proteína de luciferasa derivada de Renilla. Un ADNc que codifica 
hTLR3 de longitud total se co-transfectó también transitoriamente, usando procedimientos estándar, en células 10 
HEK-293 transfectadas con el gen comunicador de luciferasa. 

Después de transfección, las células se trataron con dosis no tóxicas de tunicamicina como se muestra en la Fig. 2. 
La tunicamicina inhibe glucosilación N-engarzada inhibiendo la unión de N-acetilglucosamina que está en el primer 
residuo de azúcar unido a una cadena peptídica durante la glucosilación. Las células HEK293 tratadas o control se 
incubaron después con 10 µg/ml del ligando de hTLR3 poli(I:C) (PIC) como se indica en la Fig. 2. 15 

Después del tratamiento, la luciferasa expresada a partir de pNF-KB-Luciferasa y pHRL-TK se ensayó usando 
procedimientos estándar. Los datos se expresaron como "proporción de luciferasa" igual que la actividad de pNF-
KB-Luciferasa normalizada a actividad pHRL-TK luciferasa. Los resultados se presentan como trazados de datos 
dispersados recogidos de 9 muestras individuales y son representativos de 3 experimentos idénticos, dirigidos 
independientemente. 20 

Ejemplo 3 

Efecto de inhibición de N-glucosilación de ECD de hTL R3 en activación inducida por poli(I:C) de 
señalización de hTLR3 en células 

Sorprendentemente, se encontro que dos sitios de N-glucosilación potencial, N247 y N413, de los muchos sitios 
posibles dentro de la secuencia de hTLR3 de SEC ID N.º: 2 juegan un papel crítico en señalización de hTLR3 (Fig. 25 
3C). Adicionalmente, se encontro también que dos sitios de N-glucosilación potencial distintos en SEC ID N.º: 2, 
N252 y N662, juegan un papel importante en señalización de hTLR (Fig. 3B y Fig. 4). Las posiciones N247, N252, 
N413, y N662 en SEC ID N.º: 2 son equivalentes respectivamente a N221, N226, N387 y N636 de SEC ID N.º: 6. 

El ECD de hTLR3 tiene varios sitios de glucosilación N-engarzados, en base a la presencia del resto de N-
glucosilación Asn-X-Ser/Thr (Fig. 3A) en diversos homólogos TLR3. Sólo cinco de estos sitios de glucosilación N-30 
engarzados potenciales se conservaron entre homólogos de TLR3 de Homo sapiens, Pan troglodytes, Canis 
familiaris, Bos taurus, Rattus norvegicus y Mus musculus (Fig. 3A) según se valoró por alineamiento CLUSTALW 
estándar. Los cinco sitios conservados en SEC ID N.º: 2 eran N57, N196, N247, N275 y N413. Cuatro sitios de N-
glucosilación potenciales en SEC ID N.º: 2 variaron entre los diversos homólogos de TLR3 examinados (Fig. 3A). 
Estos cuatro sitios de N-glucosilación potenciales distintos, aunque no conservados fueron N252, N265, N291, 35 
N507, N636 y N662 de SEC ID N.º: 2. 

Los residuos de asparraginas dentro de estos sitios de glucosilación N-engarzados potenciales en el ECD de hTLR3 
se mutaron individualmente usando procedimientos estándar a residuos de alanina (Fig. 3 y Fig. 4). Cuatro residuos 
de asparragina adicionales presentes en el ECD de hTLR3 que no contienen una coincidencia para el resto de N-
glucosilación Asn-X-Ser/Thr en cualquier homólogo de TLR3 se mutaron también como un control. Estos residuos 40 
eran N70, N124 y N388 de hTLR3 de longitud total (SEC ID N.º: 2). Toda mutagénesis se llevó a cabo en ADNc que 
codifica hTLR3 de longitud total con el fin de producir hTLR3 de longitud total, procesada y secretada con una ECD 
mutagenizada. Las posiciones mutadas en SEC ID N.º: 2 están indicadas en las figuras por identificación de la 
posición de la sustitución con alanina (p. ej. N70 significa que N70 se ha reemplazado con un residuo de alanina). 

Los plásmidos que codifican y expresan las construcciones mutantes de ADNc de hTLR3 descritas anteriormente se 45 
transfectaron individualmente en células HEK293T. Las células transfectadas con los plásmidos que codifican 
moléculas de hTLR3 individuales, mutantes estaban también transfectadas simultáneamente con el comunicador 
pNF-KB-Luciferasa y el vector de control pHRL-TK luciferasa. Se llevaron a cabo transfecciones y cultivos celulares 
usando procedimientos estándar. 

50 
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Se incubaron después células HEK293 transfectadas y control con 10 µg/ml (Fig. 3B y Fig. 4) o con 2,5 µg/ml (Fig. 
3C) del ligando de hTLR3 poli(I:C) (PIC) como se indica valorando el efecto de las diversas mutaciones de hTLR3 en 
señalización de hTLR3. Después del tratamiento la luciferasa expresada a partir de pNF-KB-Luciferasa y pHRL-TK 
se ensayaron usando procedimientos estándar. Los datos se expresaron como una "proporción de luciferasa" como 
se describe anteriormente. Los resultados se presentan como trazados de datos dispersados recogidos a partir de 6 5 
muestras individuales. 

Listado de secuencias 

<110> CENTOCOR, INC. 

<120> MUTEÍNAS DE SITIO DE GLUCOSILACIÓN TLR3 Y PROCEDIMIENTOS DE USO 

<130> CEN120PCT 10 

<140> A ASIGNARSE 

<141> 30-10-2006 

<140> 60/731.105 

<141> 28-10-2005 

<160> 20 15 

<170> FastSEQ para Windows Versión 4.0 

<210> 1 

<211> 2710 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 20 

<400> 1 
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<210> 2 

<211> 904 

<212> PROTEÍNA 5 

<213> Homo sapiens 

<400> 2 

 

E06846186
19-01-2012

 



9 
 

 

E06846186
19-01-2012

 



10 
 

 

E06846186
19-01-2012

 



11 
 

 

 

<210> 3 

<211> 2109 

<212> ADN 5 

<213> Homo sapiens 

<400> 3 
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<210> 4 

<211> 703 

<212> PROTEÍNA 5 

<213> Homo sapiens 

<400> 4 
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<210> 5 

<211> 2031 

<212> ADN 5 
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<213> Homo sapiens 

<400> 5 

 

 

 5 

<210> 6 

<211> 677 

<212> PROTEÍNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 6 10 
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<210> 7 

<211> 2031 

<212> ADN 5 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223> Secuencia de ADNc artificial derivada del ECD de hTLR3 de Homo sapiens que carece de un péptido señal y 
contiene una mutación de sustitución de alanina (A) en N221. 

<400> 7 10 
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<210> 8 

<211> 677 

<212> PROTEÍNA 5 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223> Secuencia de aminoácidos artificial derivada del ECD de hTLR3 de Homo sapiens que carece de un péptido 
señal y contiene una mutación de sustitución de alanina (A) en N221. 

<400> 8 10 
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<210> 9 

<211> 2031 

<212> ADN 5 
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<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223> Secuencia de ADNc artificial derivada del ECD de hTLR3 de Homo sapiens que carece de un péptido señal y 
contiene una mutación de sustitución de alanina (A) en N387. 

<400> 9 5 

 

 

 

<210> 10 

<211> 677 10 

<212> PROTEÍNA 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223> Secuencia de aminoácidos artificial derivada del ECD de hTLR3 de Homo sapiens que carece de un péptido 
señal y contiene una mutación de sustitución de alanina (A) en N387. 15 

<400> 10 
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<210> 11 

<211> 2031 

<212> ADN 5 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223> Secuencia de ADNc artificial derivada del ECD de hTLR3 de Homo sapiens que carece de un péptido señal y 
contiene mutaciones de sustitución de alanina (A) en N221 y N387. 

<400> 11 10 
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<210> 12 

<211> 677 5 

<212> PROTEÍNA 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223> Secuencia de aminoácidos artificial derivada del ECD de hTLR3 de Homo sapiens que carece de un péptido 
señal y contiene mutaciones de sustitución de alanina (A) en N221 y N387. 10 

<400> 12 
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<210> 13 

<211> 2031 

<212> ADN 5 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223> Secuencia de ADNc artificial derivada del ECD de hTLR3 de Mus musculus que carece de un péptido señal y 
contiene mutaciones de sustitución de alanina (A) en N221, N226, N387 y N636. 

<400> 13 10 

 

 

 

<210> 14 
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<211> 677 

<212> PROTEÍNA 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223> Secuencia de aminoácidos artificial derivada del ECD de hTLR3 de Mus musculus que carece de un péptido 5 
señal y contiene mutaciones de sustitución de alanina (A) en N221, N226, N387 y N636. 

<400> 14 
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<210> 15 

<211> 2031 

<212> ADN 5 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223> Secuencia de ADNc artificial derivada del ECD de hTLR3 de Homo sapiens que carece de un péptido señal y 
contiene una mutación de sustitución de alanina (A) en N226. 

<400> 15 10 
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<210> 16 

<211> 677 5 

<212> PROTEÍNA 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223> Secuencia de aminoácidos artificial derivada del ECD de hTLR3 de Homo sapiens que carece de un péptido 
señal y contiene una mutación de sustitución de alanina (A) en N226. 10 

<400> 16 
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<210> 17 

<211> 2031 

<212> ADN 5 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223> Secuencia de ADNc artificial derivada del ECD de hTLR3 de Homo sapiens que carece de un péptido señal y 
contiene una mutación de sustitución de alanina (A) en N636. 

<400> 17 10 
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<210> 18 

<211> 677 

<212> PROTEÍNA 5 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223> Secuencia de aminoácidos artificial derivada del ECD de hTLR3 de Homo sapiens que carece de un péptido 
señal y contiene una mutación de sustitución de alanina (A) en N636. 

<400> 18 10 
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<210> 19 

<211> 2031 
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<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223> Secuencia de ADNc artificial derivada del ECD de hTLR3 de Homo sapiens que carece de un péptido señal y 
contiene mutaciones de sustitución de alanina (A) en N221, N226, N387 y N636. 5 

<400> 19 

 

 

 

<210> 20 10 

<211> 677 

<212> PROTEÍNA 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223> Secuencia de aminoácidos artificial derivada del ECD de hTLR3 de Homo sapiens que carece de un péptido 15 
señal y contiene mutaciones de sustitución de alanina (A) en N221, N226, N387 y N636. 

<400> 20 
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REIVINDICACIONES 

1. Una cadena peptídica que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID N.º: 6 y al menos una 
mutación en 3 residuos de aminoácidos de un alineamiento de posición con N636 de la secuencia de aminoácidos 
SEC ID N.º: 6. 5 

2. Una cadena peptídica que comprende la secuencia de aminoácidos, SEC ID N.º: 14, SEC ID N.º: 18 o SEC 
ID N.º: 20. 

3. Un ácido nucleico que codifica la cadena peptídica de la reivindicación 1 ó 2. 

4. El ácido nucleico de la reivindicación 3 que comprende la secuencia de ácidos nucleicos de, SEC ID N.º: 
13, SEC ID N.º: 17 o SEC ID N.º: 19. 10 

5. La cadena peptídica de la reivindicación 1 ó 2 para usar en un procedimiento de modular actividad TLR3 en 
una célula, en la que la modulación es atenuación. 

6. El ácido nucleico de la reivindicación 3 para usar en un procedimiento de modular actividad TLR3 en una 
célula, en la que la modulación es atenuación. 
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Fig. 1 
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Fig. 2 
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Fig. 3 
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Fig. 4 

 

 

E06846186
19-01-2012

 


	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

