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DESCRIPCION
Nuevos agentes de union a OX40R
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a nuevos péptidos capaces de modular las interacciones entre el receptor OX40 y el
ligando de OX40.

Antecedentes de la invencion

El sistema regulador de las células constituido por las proteinas de membrana del receptor OX40 (indicado también
en la bibliografia como OX40R, OX-40, antigeno OX-40, TNFRSF4 o CD134) y del ligando OX40 (indicado también
en la bibliografia como OX40L, glicoproteina gp34, ACT-4-L, TNFSF4, ligando CD134 o CD134L) tiene un papel im-
portante en la regulacion de las respuestas inmunes, asi como en la formacion de tejido linfoide secundario, al igual
que otras proteinas que pertenecen a las superfamilias de ligando/receptor del factor de necrosis tumoral (Graves-
tein L y Borst J, 1998; Weinberg A, 2002). Muchas evidencias de estas actividades han sido proporcionadas por ob-
servaciones clinicas y por modelos animales, por ejemplo, mediante experimentos que se dirigen hacia un gen
(Chen Ay col., 1999; Kopf M y col., 1999; Murata K y col., 2000).

El receptor OX40 (OX40R, a partir de ahora) es un antigeno de la superficie celular, miembro de la familia de TNFR,
expresado de forma transitoria después del acoplamiento del receptor de linfocitos T (TCR) y que actda como un re-
ceptor coestimulador. Se considera un marcador muy especifico de la activacion de CD4* o CD8" para los linfocitos
T, el cual se hiperexpresa frecuentemente en sitios de inflamacién asociados a patologias inmunoldgicas, tal como
en la esclerosis multiple o la artritis reumatoide, asi como en linfocitos de infiltracién tumoral y en la sangre periférica
de modelos animales de la enfermedad de injerto contra hospedador.

El ligando OX40 (OX40L, a partir de ahora) es una proteina transmembranal, identificada originalmente como una
proteina estimulada por la infeccién con virus 1 linfotrépico de linfocitos T humanos y la activacion de CD40 (Miura S
y col., 1991), tiene una estructura similar a TNF y es capaz de formar trimeros unidos a la célula o secretados. Esta
presente en linfocitos B y T activados, presentadores de antigeno, asi como en células dendriticas, células del endo-
telio vascular y otros tejidos no hematopoyéticos (por ejemplo el corazon, el misculo esquelético y el pancreas).

OX40L interacciona con OX40R como un homotrimero con una alta afinidad (Kd = 0,2-0,4 nM), y se han analizado
varios ensayos de la unioén, sobre este sistema (Taylor L y col., 2002; Taylor L y Schwartz H, 2001; Al-Shamkhani A
y col., 1997). Sin embargo, hasta la fecha no se ha determinado la estructura tridimensional, ni se han realizado es-
tudios detallados de la estructura y la actividad, con el fin de proporcionar mas detalles moleculares sobre el meca-
nismo de la interaccion de OX40L-OX40R.

La interaccion entre OX40L y OX40R tiene un efecto coestimulador para los linfocitos T efectores que expresan
OX40R, dando lugar a una respuesta celular mas vigorosa debido al aumento de la produccién de citocinas a través
de los linfocitos T cooperadores (Th1y Th2) y a un incremento de la supervivencia de las linfocitos T de memoria, a
través de la inhibicion de la muerte celular inducida por activacion. Evidencias que lo confirman también se obtuvie-
ron en ratones transgénicos que carecen de un gen funcional de OX40L y en modelos animales de autoinmunidad,
en donde se mostré que el bloqueo de la interaccion OX40R-OX40L o el agotamiento de los linfocitos T positivos pa-
ra OX40R, reduce los signos clinicos de autoinmunidad.

Por otra parte, OX40L induce, después de unirse a OX40R, la expresion de varios genes, incluyendo las quimiocinas
C-C RANTES, lo que confirma los resultados obtenidos en modelos de endotelio, en donde el sistema OX40R-
OX40L aparece involucrado en el control de la extravasacion activada de linfocitos T (Kotani A y col., 2002).

En conjunto, estos datos de la expresion y funcionales plantean la posibilidad de que las vias de transduccion de se-
fales reguladas por las interacciones de OX40L-OX40R, pueden ayudar a prolongar las respuestas proliferativas
especificas de antigeno, o influir de otro modo en la persistencia, la diferenciacion o la reactivacion de poblaciones
de linfocitos T efectores/de memoria.

El interés en el sistema OX40R-OX40L se relaciona con el hecho de que, aunque los mecanismos de sefalizacion
intracelulares aun no se han entendido completamente, el perfil de expresion de OX40R vuelve a esta proteina un
objetivo peculiar para las enfermedades mediadas por linfocitos T CD4" en el &mbito clinico, por ejemplo en la escle-
rosis multiple, en donde es necesario eliminar los linfocitos T autorreactivos. La hipétesis es que los productos que
modulan la actividad de OX40R puede que no tengan los efectos secundarios graves de terapias inmunosupresoras
convencionales para enfermedades autoinmunes y el rechazo de trasplantes, que se dirigen a todos los linfocitos T.

El potencial terapéutico de la modulacion de la interaccion entre OX40L y OX40R fue reconocido por los resultados
generados in vivo, obtenidos con inmunotoxinas dirigidas contra OX40L (Weinberg Ay col., 1996), anticuerpos anti-
OX40R (Bansal-Pakala P y col., 2001), anticuerpos anti-OX40L (Stuber E y Strober W, 1996; Yoshioka Y y col. 2000;
Tsukada Ny col., 2000), y las proteinas de fusion OX40L-lg (Higgins LM y col., 1999; Weinberg A y col., 1999). Es-
tos compuestos estan pensados para ser antagonistas de la interaccion entre OX40L-OX40R (para evitar la acumu-
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lacién de linfocitos T CD4" activados, en los sitios de inflamacién) o para activar OX40R (como en algunos otros es-
tados patoldgicos, como el cancer).

Diversos agentes de unién a OX40R, ya sean agonistas o antagonistas de OX40R, han sido descritos en la técnica
anterior por sus efectos positivos sobre la inmunizacién y el tratamiento del cancer (documentos de patentes WO
95/21915; WO 95/21251; EP 978287; WO 99/42585; WO 02/66044; EE.UU. 6312700). Sin embargo, s6lo moléculas
de gran tamafio, tales como el dominio extracelular completo de OX40L o anticuerpos, se describen en realidad por
ser agentes de union a OX40R eficaces. Esto se debe también al hecho de que no se han realizado estudios serios
sobre la estructura-actividad, para caracterizar esta interaccién, ni se puede deducir una informacién fiable a partir
del analisis de otras estructuras proteicas de TNF/TNFR (Bodmer JL y col., 2002).

Desde que se conoce que los agentes de union a OX40R han mostrado ser utiles como agentes terapéuticos y de
diagndstico, seria deseable identificar compuestos que, manteniendo las propiedades de unién y de competencia
con OX40L de las moléculas grandes antes mencionadas, sean mas faciles de generar y formular como péptidos u
otras moléculas pequenas.

Sumario de la invenciéon

Ahora se ha descubierto que péptidos especificos obtenidos a partir del dominio extracelular de OX40L, se pueden
utilizar como agentes de union a OX40R. Mas especificamente, se ha encontrado que un péptido correspondiente a
los aminoacidos 94-124 de OX40L humano, asi como fragmentos de este péptido que comprenden los aminoacidos
107-116 de OX40L humano, interaccionan con OX40R humano con alta afinidad, tal y como se muestra con dos
tecnologias de escrutinio diferentes y fiables. Tales péptidos, las proteinas heterélogas que comprenden sus se-
cuencias, asi como péptidos y otras moléculas disefiadas basandose en sus secuencias, se pueden utilizar como
agentes de union a OX40R que compiten con OX40L natural para diferentes usos terapéuticos. Otras caracteristicas
y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada.

Descripcion de las Figuras

Figura 1: Disefio experimental del ensayo AIphaScreen® desarrollado inicialmente para demostrar la viabilidad de es-
te enfoque para el estudio de la interaccion entre OX40L-OX40R.

Figura 2: Unlon dependiente de la dosis de OX40L-CD8 a OX40R-IgGs, tal y como se detecta empleando el ensayo
AlphaScreen®. (A) Concentraciones en aumento de OX40L-CD8 se incubaron con OX40R-lgG+, a una concentracion
de 5 nM (O) 0 10 nM (@) durante 30 minutos. A continuacion se afiadio el anticuerpo anti-CD8 biotinilado (10 nM) y
30 minutos mas tarde, se afhadieron perlas donantes de estreptavidina (20 mg/ml) y aceptoras de protelna A (20
mg/ml). Una hora después de estas incorporaciones, se hizo un recuento de la placa con un lector Fusion®. Se de-
tectd solo una sefial muy débil en ausencia de OX40R-lgG; (m). (B) Efecto de una concentracion creciente de
OX40R-IgG+ sobre la relacion sefal/ruido de fondo (S/R). La relacion S/R se calculé dividiendo los recuentos obteni-
dos en presencia de OX40L-CD8 (100 nM) por los recuentos del ruido de fondo (en ausencia de OX40L-CD8). Los
datos se expresan como la media + SEM (error estandar de la media) y todos los experimentos se llevaron a cabo 3
veces por triplicado.

Figura 3: Determinacion de la Kp de OX40L-CD8 para OX40R-IgG+. OX40R-IgG+ (10 nM) se incubd en presencia de
concentraciones crecientes de OX40L-CD8. La unién especifica (O) se calculé como la diferencia entre el total de
union (M) y la unién no especifica (@) determinada en presencia de suramina (1 mM). Los datos se expresan como
la media + SEM de 3 experimentos realizados por triplicado.

Figura 4: Competencia por la union a OX40L-CD8 de OX40L y suramina. OX40-IgG (10 nM), OX40L-CD8 (40 nM) y
concentraciones crecientes de OX40L soluble (®) o suramina (O), se incubaron durante 30 minutos antes de la adi-
cion de anticuerpo anti-CD8 biotinilado (10 nM). Treinta minutos después se afadieron las perlas donantes de es-
treptawdlna y aceptoras de proteina A. El grafico representa el porcentaje de inhibicion de la sefial maxima de Alp-
haScreen® (obtenida en ausencia de cualquier inhibidor). Los datos se expresan como la media + SEM de 3 experi-
mentos realizados por triplicado.

Figura 5: Unién de fragmentos de OX40L a OX40R-IgG+. (A) Secuencia de OX40L humano (SWISSPROT n° de
cuenta P23510), con la indicacion de la posicion de los dominios de la proteina principal (en la parte superior de la
secuencia), junto con las secuenmas correspondientes a los péptidos sometidos a ensayo con el ensayo de compe-
tencia basado en AIphaScreen o los péptidos obtenidos a partir de OX40L de ratén, P-OX-1 y P-OX-2 (en la parte
inferior de la secuencia; los aminoacidos que no son idénticos estan indicados). (B) Inhibicién de la unién de OX40R-
IgG1 a OX40L-CD8 mediante los péptidos P4, P5 y un testigo sin ningun péptido.

Figura 6: Uunién de los péptidos obtenidos a partir de P5, a OX40R-IgG+. (A) Secuencia del péptido P5, alineada
con el péptido obtenido a partir de OX40L de raton, P-OX-1 (Stuber E y Strober W, 1996); “§” indica una sustitucion
no conservadora y “.” indica sustituciones conservadoras, tal y como se indica en la Tabla ) y con la secuenma de
los péptidos obtenidos a partir de P5 sometidos a ensayo con el ensayo de competencia basado en Alphascreen El
péptido P5-1a es la secuencia encuadrada en P5-1. (B) Inhibicion de Ia unién de OX4OR-IgG1 a OX40L-CD8 a través
de péptido P5-1 en el ensayo de competencia basado en AIphascreen en comparacion con el efecto proporcionado
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por otros fragmentos del péptido P5.

Figura 7: Interaccion de OX40R-IgG con péptidos P5 (A) y P5-1 (B), medida mediante el uso de espectroscopia de
extincion de la fluorescencia. El analisis de la regresion no lineal de los cambios de la fluorescencia de OX40R-1gG,
revela una unién saturable, con la constante de disociacion para el complejo OX40R-IgG+-péptido indicada como el
valor Kd para los dos péptidos.

Descripcion detallada de la invencién

En vista de las evidencias descritas en la técnica anterior, no hay ninguna indicacién de que una secuencia especifi-
ca de péptidos en el dominio extracelular de OX40L pudiera ser util como agente de unién a OX40R para inhibir la
interaccion entre OX40R-OX40L.

A través del escrutinio de una serie de péptidos obtenidos a partir del dominio extracelular de OX40L, se identifica-
ron sorprendentemente secuencias cortas de aminoacidos que interaccionan con OX40R con gran afinidad y compi-
ten con OX40L, y se caracterizaron como inhibidores de la interaccion entre OX40R-OX40L.

En consecuencia, la presente invencion describe un nuevo agente de union a OX40R que es la secuencia del pépti-
do correspondiente a los aminoacidos 94-124 (P5; SEQ ID NO: 6) de OX40L humano.

La presente invencion describe agentes de union a OX40R que son secuencias de péptidos de OX40L humano que
consisten en una secuencia peptidica correspondiente a los aminoacidos 94-124 (péptido P5; SEQ ID NO: 6) en
donde uno o varios aminoacidos han sido eliminados, y que comprenden los aminoacidos 107-111 (péptido P5-1a;
SEQ ID NO: 13) de OX40L humano. En particular, estos péptidos tienen entre 5y 10 aminoacidos y, mas en particu-
lar, tienen la secuencia correspondiente a los aminoacidos 107-116 (péptido P5-1; SEQ ID NO: 8) o 107-111 (pépti-
do P5-1a; SEQ ID NO: 13) de OX40L humano.

Se ha mostrado (o deducido) que el péptido P5, asi como los fragmentos de P5 definidos anteriormente, se unen a
la proteina OX40R humana en los ejemplos de la presente solicitud de patente. Esta actividad de unién se ha some-
tido a ensayos in vitro, empleando formas recombinantes de OX40L y OX40R, y se ha demostrado que las secuen-
cias peptidicas reivindicadas pueden competir efectivamente con OX40L. Por lo tanto, en la presente invencion se
proporcionan nuevos medios para inhibir interacciones indeseables entre OX40R-OX40L y la sefalizacion celular
asociada a enfermedades humanas.

Fragmentos del dominio extracelular de ACT-4-L humano, que es un nombre alternativo de OX40L, se dieron a co-
nocer como potenciales agentes de unidon a OX40R que estan asociados a dominios funcionales o estructurales en
el dominio extracelular de OX40L (documento WO 95/21915). Sin embargo, no se han presentado pruebas en la bi-
bliografia sobre dominios funcionales o estructurales de OX40L humano, que se correspondan al péptido P5, o a sus
fragmentos, tales como los péptidos P5-1 y P-5-1a, que tengan actividad competidora frente a OX40L. Péptidos di-
sefiados basandose en la secuencia del dominio extracelular de OX40L de raton, se han utilizado como antigenos
para generar anticuerpos anti-OX40L (Stuber E y Strober W, 1996), pero, también en vista de la conservacion limita-
da de OX40L humano y de ratén en esta region (figs. 5A y 6A), no se puede deducir que cualquiera de estas se-
cuencias pueda competir eficazmente con OX40L humano para la unién a OX40R humano.

La presente solicitud de patente muestra con éxito que, incluso si no se puede predecir inequivocamente el dominio
funcional o estructural, mediante la comparacion con otras parejas de ligando-receptor, pertenecientes a las mismas
familias de proteinas (Bodmer JL y col., 2002), o mediante el uso de algoritmos bien conocidos para la prediccion de
la estructura proteica, tales como PREDATOR, PHD o HNN (asequible, por ejemplo, en http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl?page= /NPSA/npsa_server.html), tales péptidos son sorprendentemente eficaces como agen-
tes de union a OX40R, capaces de inhibir la interaccion entre OX40R-OX40L.

El término "péptido" se aplica normalmente a una cadena polipeptidica que contiene de 4 a 40 o mas aminoacidos
contiguos, por lo general 4 a 20 aminoacidos contiguos. Tales péptidos se pueden generar por métodos conocidos
por los expertos en la materia, incluyendo la escision proteolitica parcial de una proteina mas grande, la sintesis
quimica o la ingenieria genética.

El término "activo", define el compuesto que muestra las propiedades de unién a OX40R, mostradas para los pépti-
dos de la presente invencion.

Las propiedades del péptido P5 y de sus fragmentos especificos, ejemplificados por los péptidos P5-1 y P5-1a, se
pueden mantener o incluso potenciar, en sus mutantes activos. Esta categoria de moléculas incluye analogos de es-
tas secuencias en donde uno o varios residuos de aminoacidos han sido sustituidos de manera conservadora, siem-
pre que muestren la misma actividad biolégica caracterizada en la presente invencion, a niveles comparables o in-
cluso superiores, segun lo determinado por medios conocidos en la técnica o descritos en los Ejemplos siguientes.

De acuerdo con la presente invencion, los cambios preferidos en estos mutantes activos son conocidos cominmente
como sustituciones "conservadoras" o "seguras". Las sustituciones conservadoras de aminoacidos son las que tie-
nen aminoacidos que tienen propiedades quimicas suficientemente similares, para preservar la estructura y la fun-
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cion bioldgica de la molécula. Esta claro que las inserciones y las deleciones de aminoacidos también se pueden
hacer en las secuencias definidas anteriormente, sin alterar su funcién, sobre todo si las inserciones o deleciones
solo implican unos pocos aminoacidos, por ejemplo, menos de diez y, preferentemente, menos de tres, y sin eliminar
o0 cambiar de posicion los aminoacidos que son esenciales para la conformacion funcional de una proteina o un pép-
tido.

La bibliografia proporciona muchos modelos en los que la seleccidn de sustituciones conservadoras de aminoacidos
se puede realizar sobre la base de estadisticas y estudios fisico-quimicos de la secuencia y/o de la estructura de la
proteina natural (Rogov Sl y Nekrasov AN, 2001). Experimentos de disefio de proteinas han mostrado que el uso de
subgrupos especificos de aminoacidos puede producir proteinas plegables y activas, lo que ayuda en la clasificacion
de las sustituciones de aminoacidos "sinénimos”, que se pueden acomodar mas facilmente en la estructura de la
proteina (Murphy LR y col., 2000). Los grupos de aminoacidos sinénimos y de los grupos sinénimos mas preferidos,
son los definidos en la Tabla I.

Estos compuestos alternativos tienen la intencion de comprender moléculas con cambios en las secuencias selec-
cionadas de OX40L humano que no afectan a las caracteristicas basicas descritas en la presente solicitud de paten-
te, especialmente en la medida en que implican su capacidad de union y de inhibicion de OX40R. Compuestos simi-
lares pueden ser el resultado de la técnica convencional de mutagénesis dirigida al sitio del ADN codificante, de tec-
nologias combinatorias a nivel de secuencia de ADN codificante (tal como el barajado de ADN, la presenta-
cion/seleccion de fagos) o de aminoacidos, de estudios de disefio asistido por ordenador, o de cualquier otra técnica
conocida adecuada para ello, que proporciona un conjunto finito de péptidos mutados que se corresponden sustan-
cialmente, los cuales se pueden obtener y examinar de forma rutinaria por un experto en la materia con las ense-
filanzas presentadas en el estado de la técnica y en los Ejemplos de la presente solicitud de patente.

La presente solicitud de patente describe nuevos agentes de unién de 0X40 que son polipéptidos o péptidos de fu-
sion que comprenden la secuencia de aminoacidos P5, P5-1, P5-1a, o cualquiera de sus mutantes activos segun la
definicidon anterior, y una secuencia de aminoacidos que pertenece a una secuencia proteica que no sea la de
OX40L humano. Esta ultima secuencia heteréloga debe proporcionar propiedades adicionales sin alterar considera-
blemente la actividad de unién a OX40R. Ejemplos de tales propiedades adicionales son un procedimiento de purifi-
cacion mas sencillo, una semivida mas larga en los fluidos corporales o en una localizacién extracelular. Esta ultima
caracteristica es de particular importancia para definir un grupo especifico de proteinas de fusiéon o quiméricas in-
cluidas en la definicién anterior, ya que permite que los péptidos caracterizados como agentes de unién a OX40R en
esta solicitud de patente, estén localizados en el espacio en donde no solo se facilita el aislamiento y la purificacion
de estos péptidos, sino que también es donde interaccionan de forma natural OX40L y OX40R.

Secuencias proteicas adicionales que pueden estar comprendidas en proteinas de fusion, que incluyen el agente de
union a OX40R de la invencidn, se pueden elegir entre proteinas que se unen a la membrana, dominios extracelula-
res de proteinas unidas a la membrana, la region constante de inmunoglobulinas, dominios de multimerizacioén, pro-
teinas extracelulares, proteinas que contienen el péptido sefial, proteinas que contienen la sefial de exportacion.

La eleccidon de una o varias de estas secuencias para fusionarla con el agente de unién a OX40 depende del uso
especifico de dicho agente. Como procedimiento general, estas proteinas de fusién pueden ser producidas mediante
la generacion de segmentos de acido nucleico que la codifican, utilizando técnicas comunes de ingenieria genética y
la clonacién en un vector replicable de origen virico o plasmidico que se utilizan para modificar una célula hospeda-
dora procariota o eucariota, usando vectores episomales o integrados de forma no homdloga, asi como tecnologias
basadas en la transformacién, la infeccién o la transfeccién. Estos vectores deben permitir la expresion de la protei-
na de fusion, incluyendo el agente de unién a OX40R en la célula hospedadora procariota o eucariota, bajo el control
de sus propias secuencias reguladoras del inicio/final de la transcripcion, que se escogen para que estén constituti-
vamente activas o sean inducibles en dicha célula. Una linea celular sustancialmente enriquecida en estas células
se puede aislar a continuacién para proporcionar una linea celular estable. En particular, siempre que las células
modificadas expresen los agentes de uniéon a OX40R de la invencién, se emplean o se administran directamente, las
células preferidas son células humanas que expresan normalmente OX40L, en particular, linfocitos B humanos.

Cuando la secuencia proteica adicional, como en el caso de las proteinas que contienen la secuencia extracelular, la
sefal de exportacion o el péptido sefal, permite que se secrete el dominio de uniéon a OX40R, en el espacio extrace-
lular, el agente puede ser mas facil de recoger y purificar a partir de células cultivadas, en vista a un procesamiento
posterior o, alternativamente, las células se pueden utilizar o administrar directamente.

Cuando la proteina adicional, tal y como en el caso de la secuencia de proteinas unidas a la membrana, permite la
inmovilizacién del agente de union a OX40R sobre la superficie de la célula, el agente se puede recoger y purificar
menos faciimente a partir de las células cultivadas, en vista a un procesamiento adicional, pero las células se pue-
den utilizar o administrar directamente proporcionando el agente en una forma que se corresponde a la de OX40L
natural, mejorando posiblemente sus propiedades.

Por ultimo, puesto que la interaccion entre OX40L-OX40R se sabe que implica la multimerizacién de las proteinas,
en particular la trimerizacion (Al Shamkhani A y col., 1997); por lo tanto, la proteina de fusion también puede incluir la
secuencia que permite la multimerizacion de la proteina resultante, tal como las regiones constantes de la inmuno-
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globulina, los dominios extracelulares de proteinas unidas a la membrana o los dominios de trimerizaciéon que se co-
noce en la técnica que estan presentes en proteinas similares a TNFR (documento WO 00/39295) o en otras protei-
nas (documentos WO 01/49866, WO 99/10510, WO 01/98507). Otras secuencias proteicas Utiles que se pueden in-
cluir, son las que ofrecen medios de purificacion mediante cromatografia de afinidad (Constans A, 2002; Lowe CR y
col., 2001).

Los polipéptidos y los péptidos de la presente invencion pueden estar en formas alternativas que se pueden preferir
segun el método de uso y/o la produccion deseada, por ejemplo, como fracciones activas o como sales.

El término "fraccion” se refiere a cualquier fragmento de la cadena polipeptidica del propio compuesto, aislado o en
combinacion con moléculas o residuos relacionados ligados a ella, por ejemplo, residuos de azucares o fosfatos, o
agregados del polipéptido o del péptido original. Dichas moléculas pueden resultar también de otras modificaciones
que no alteran normalmente la secuencia principal, por ejemplo, la derivatizacion quimica in vivo o in vitro de pépti-
dos (acetilacion o carboxilacion), las realizadas mediante la modificacion del patron de fosforilacion (introduccion de
residuos de fosfotirosina, fosfoserina o fosfotreonina) o de glicosilacion (mediante la exposicion del péptido a enzi-
mas que afectan la glicosilacién, por ejemplo, enzimas de mamiferos para la glicosilacion o la desglicosilacion) de un
péptido durante su sintesis y procesamiento o en etapas posteriores del procesamiento. Por ejemplo, P5 y P5-1 con-
tienen un sitio de glicosilacion potencial (aminoacidos 114-116 en OX40L humano) y este se puede modificar en
consecuencia durante la expresion recombinante en la célula hospedadora o durante la sintesis quimica.

Los "precursores" son compuestos que se pueden convertir en los compuestos de la presente invencion mediante
procesamiento metabdlico y enzimatico, antes o después de la administracién a las células o al organismo.

El término "sales" en esta memoria, se refiere tanto a sales de grupos carboxilo como a sales de adicion de acido de
grupos amino de los péptidos, polipéptidos o analogos de los mismos, de la presente invencion. Las sales de un
grupo carboxilo se pueden formar por medios conocidos en la técnica, e incluyen sales inorganicas, por ejemplo, sa-
les de sodio, calcio, amonio, hierro o zinc, y similares, y sales con bases organicas como las formadas, por ejemplo,
con aminas, como trietanolamina, arginina o lisina, piperidina, procaina y similares. Las sales de adicion de acido in-
cluyen, por ejemplo, sales con acidos minerales tales como, por ejemplo, acido clorhidrico o acido sulfurico, y sales
con acidos organicos tales como, por ejemplo, acido acético o acido oxalico. Cualquiera de estas sales debe tener
una actividad sustancialmente similar a los péptidos y polipéptidos de la invencion o a sus analogos.

El término "derivados" tal y como se usa en esta memoria, se refiere a derivados que se pueden preparar a partir de
grupos funcionales presentes en las cadenas laterales de los restos de aminoacidos o en los grupos N o C-
terminales, de acuerdo con métodos conocidos. Dichos derivados incluyen, por ejemplo, ésteres o amidas alifaticas
de los grupos carboxilo y los derivados de N-acilo de grupos amino libres o derivados de O-acilo de grupos hidroxilo
libres y se forman con grupos acilo, tales como por ejemplo grupos alcanoilo o aroilo.

También se describen en esta memoria nuevos agentes de union a OX40R que constan de péptidos miméticos
(también llamados peptidomiméticos) de los péptidos P5, sus fragmentos especificos ejemplificados por los péptidos
P5-1 y P-5-1a, los mutantes activos correspondientes tal y como se definieron anteriormente, en los que el naturale-
za del péptido o del polipéptido se ha modificado quimicamente a nivel de cadenas laterales de aminoacidos, quirali-
dad de aminoacidos y/o esqueleto del péptido. Estas alteraciones estan destinadas a proporcionar agentes de unién
a OX40R que tengan propiedades terapéuticas, de diagndstico y/o farmacocinéticas similares (si no mejoradas).

Por ejemplo, si es un problema que el péptido sea susceptible a la escision con peptidasas, después de la inyeccion
en el sujeto, la sustitucion de un enlace peptidico especialmente sensible por un péptido mimético no escindible,
puede proporcionar un péptido mas estable y, por lo tanto, mas util como agente terapéutico. Del mismo modo, la
sustitucién de un residuo de L-aminoacido es una forma convencional de hacer que el péptido sea menos sensible a
la protedlisis, y finalmente mas similar a compuestos organicos distintos de los péptidos. También son utiles los gru-
pos de bloqueo amino-terminales, tales como t-butiloxicarbonilo, acetilo, teilo, succinilo, metoxisuccinilo, suberilo,
adipilo, azelailo, dansilo, benciloxicarbonilo, fluorenilmetoxicarbonilo, metoxiazelailo, metoxiadipilo, metoxisuberilo y
2,4-dinitrofenilo. En la técnica se conocen muchas otras modificaciones que proporcionan una mayor potencia, una
actividad prolongada, facilidad de purificacion y/o una semivida incrementada (documento WO 02/10195; Villain M y
col., 2001). Una alternativa preferida, los grupos "sinénimos" para aminoacidos incluidos en péptidomiméticos, son
los definidos en la Tabla Il.

Las técnicas para la sintesis y el desarrollo de péptidomiméticos, asi como miméticos no peptidicos, son bien cono-
cidas en la técnica (Sawyer TK, 1997; Hruby VJ y Balse PM, 2000; Golebiowski A y col. 2001; Kim HO y Kahn M,
2000). En la bibliografia también se describen diversas metodologias para la incorporacién de aminoacidos no natu-
rales en proteinas, utilizando sistemas de traduccion tanto in vitro como in vivo, para investigar y/o mejorar la estruc-
tura y la funcion de las proteinas (DA Dougherty, 2000).

Nuevos agentes de union a OX40R pueden ser péptidos identificados mediante métodos de disefio de farmacos
asistido por ordenador, que emplean la estructura y/o la secuencia de los péptidos P5, sus fragmentos especificos
ejemplificados por los péptidos P5-1 y P5-1a, o los mutantes activos correspondientes, tal y como se han definido
anteriormente. Las estructuras tridimensionales de OX40L y OX40R, como moléculas separadas o como un comple-
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jo, no se han resuelto todavia, pero la informacion prevista en esta solicitud de patente, una vez que esta informa-
cion esté disponible, permitira estudiar la interaccion entre OX40L y OX40R con una mayor eficacia, empleando es-
tas y otras tecnologias de simulacion (Cochran Ay col., 2001; Kraemer-Pecore CM y col., 2001). Tales analisis asis-
tidos por ordenador se pueden explotar para desarrollar farmacos peptidicos o no péptidomiméticos mejorados, en
forma de moléculas o péptidos organicos sintéticos (por ejemplo, que tienen entre 4 y 20 aminoacidos). Una vez que
estos compuestos han sido escrutados y se ha confirmado que son capaces de unirse a OX40R y competir con
OX40L, entonces se determinara su utilidad empleando modelos celulares o animales.

Conjugados o complejos utiles de los agentes de union a OX40R de la presente invencion, se pueden generar em-
pleando moléculas y métodos conocidos en la técnica (tal y como se muestra para los anticuerpos anti-OX40R en el
documento WO 95/21251) para mejorar su deteccion (con marcadores radiactivos o fluorescentes, biotina), su efica-
cia terapéutica (con agentes citotoxicos) y/o su entrega, con polietilenglicol y otros polimeros naturales o sintéticos
(Pillai O y Panchagnula R, 2001).

Los péptidos P5, sus fragmentos especificos ejemplificado por los péptidos P5-1 y P5-1a, los mutantes activos co-
rrespondientes y las proteinas de fusion que los contienen, se pueden preparar por sintesis quimica conocida o por
técnicas basadas en ADN recombinante.

Otro objeto de la invenciéon son los acidos nucleicos que codifican los agentes de unién a OX40R de la invencion, in-
cluyendo secuencias de nucledtidos sustancialmente iguales.

Las "secuencias de nucledtidos sustancialmente iguales” incluyen todas las demas secuencias de acidos nucleicos
que, en virtud de la degeneracion del cédigo genético, también codifican las secuencias de aminoacido dadas.

La invencion también incluye vectores de origen virico o plasmidico que permiten la expresion del acido nucleico que
codifica los agentes de unién a OX40R de la invencion y células hospedadoras procariotas o eucariotas, transforma-
das con tales vectores. Se puede aislar una linea celular estable, enriquecida sustancialmente en estas células
transformadas, también basandose en las caracteristicas de la expresion del agente de unidon a OX40R, que se pue-
de secretar o expresar en la superficie de la membrana, por ejemplo, en linfocitos B humanos.

Los agentes de union a OX40R de la invencion se pueden producir por el método en el que las células hospedado-
ras descritas anteriormente, se cultivan en un medio de cultivo apropiado, y se recoge el agente de unién a OX40R.

La secuencia de ADN que codifica las proteinas de la invencion se puede insertar y se liga en un vector adecuado.
Una vez formado, el vector de expresién se introduce en una célula hospedadora adecuada, que a su vez expresa
el(los) vector(es) para producir la proteina deseada.

La expresion de cualquiera de las proteinas recombinantes de la invencion, tal y como se mencionan en esta memo-
ria, se puede llevar a cabo en células eucariotas (p. €j., levaduras, células de insecto o de mamifero) o en células
procariotas, utilizando los vectores de expresion apropiados. Se puede emplear cualquier método conocido en la
técnica.

Por ejemplo, las moléculas de ADN que codifican las proteinas obtenidas a través de cualquiera de los métodos an-
teriores, se insertan en vectores de expresion construidos de forma adecuada, mediante métodos bien conocidas en
la técnica. El ADNc bicatenario se liga a vectores plasmidicos mediante la formacién de una cola de homopolimeros
o por ligacién con restriccion que implica el uso de enlazadores de ADN sintético o de técnicas de ligacion con ex-
tremos romos: las ligasas de ADN se utilizan para unir moléculas de ADN, y las uniones no deseadas se evitan me-
diante el tratamiento con fosfatasa alcalina.

Con el fin de ser capaz de expresar la proteina deseada, un vector de expresiéon debe incluir también secuencias de
nucledtidos especificas que contienen informacion reguladora de la transcripcion y la traduccion, ligadas con el ADN
que codifica la proteina deseada, de tal forma que permita la expresion de los genes y la produccion de la proteina.
En primer lugar, a fin de que el gen se transcriba, debe estar precedido por un promotor reconocible por la polimera-
sa de ARN, a la que se une la polimerasa y se inicia de este modo el proceso de transcripcion. Hay una gran varie-
dad de promotores de este tipo en uso, que funcionan con diferentes eficiencias (promotores fuertes y débiles).

Para los hospedadores eucariotas, se pueden emplear diferentes secuencias reguladoras de la transcripcion y tra-
duccion, en funciéon de la naturaleza del hospedador. Se pueden obtener a partir de fuentes viricas, tales como ade-
novirus, virus del papiloma bovino, virus simio o similares, en donde las sefiales reguladoras estan asociadas con un
gen particular que tiene un alto nivel de expresion. Ejemplos son el promotor TK del virus herpes, el promotor tem-
prano de SV40, el promotor del gen gal4 de la levadura, etc. Las sefiales reguladoras del inicio de la transcripcion se
pueden seleccionar de modo que permitan la represion y la activacion, por lo que se puede modular la expresion de
los genes.

La molécula de ADN que comprende la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina de la invencién se inserta
en el(los) vector(es), que tiene ligadas funcionalmente las sefales reguladoras de la transcripcion y la traduccion,
que es capaz de integrar las secuencias del gen deseado en la célula hospedadora.
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Las células que han sido transformadas de forma estable con el ADN introducido, se pueden seleccionar también in-
troduciendo uno o varios marcadores que permiten la seleccién de las células hospedadoras que contienen el vector
de expresion. El marcador también se puede proporcionar fototrofia a un hospedador auxotréfico, la resistencia a
biocidas, por ejemplo, antibidticos, o metales pesados tales como el cobre o similares. El gen marcador selecciona-
ble puede estar ligado directamente a las secuencias de ADN del gen que se va a expresar, o introducido en la mis-
ma célula mediante cotransfeccion.

Elementos adicionales de los vectores también pueden ser Utiles para obtener una producciéon 6ptima de proteinas
de la invencion, en particular para la seleccién de una célula en particular que contiene un vector plasmidico o virico:
la facilidad con la que las células receptoras, que contienen el vector pueden ser reconocidas y seleccionadas por
las células receptoras que no contienen el vector; el nUmero de copias del vector que se desea en un hospedador en
particular; y, si es deseable que sea capaz de "lanzar" el vector entre las células hospedadoras de diferentes espe-
cies.

Una vez que se ha preparado para la expresion el(los) vectores o la secuencia de ADN que contiene la(s) estructu-
ra(s) artificial(es), la(s) estructura(s) artificial(es) de ADN se pueden introducir en una célula hospedadora apropiada
por cualquiera entre una variedad de medios adecuados: transformacion, transfeccion, conjugacion, fusién de proto-
plastos, electroporacion, precipitacion con fosfato de calcio, microinyeccion directa, etc.

Las células hospedadoras pueden ser procariotas o eucariotas. Se prefieren los hospedadores eucariotas, por ejem-
plo, células de mamifero, tales como células de ser humano, mono, ratén y de ovario de hamster chino (CHO), ya
que proporcionan modificaciones post-traduccionales a las moléculas de proteinas, incluyendo un plegamiento co-
rrecto o una glicosilacion en los sitios correctos. También las células de levadura pueden llevar a cabo modificacio-
nes post-traduccionales de péptidos, que incluyen la glicosilacion. Existe una serie de estrategias con ADN recombi-
nante que utilizan secuencias de promotores fuertes y un nimero elevado de copias de plasmidos que se pueden
utilizar para la produccién de las proteinas deseadas en la levadura. La levadura reconoce las secuencias lideres en
productos génicos clonados de mamiferos y secreta péptidos que son portadores de las secuencias lideres (es de-
cir, pre-péptidos).

Después de la introduccion del (de los) vector(es), las células hospedadoras se cultivan en un medio selectivo, que
selecciona el crecimiento de células que contienen el vector. La expresion de la(s) secuencia(s) de los genes clona-
dos da como resultado la produccion de las proteinas deseadas.

Estos objetos de la invencion se pueden lograr mediante la combinacion de la informacién proporcionada por la pre-
sente solicitud de patente, sobre los agentes recombinantes de unién a OX40R, con el conocimiento de técnicas
comunes de la biologia molecular. Muchas revisiones (Makrides SC, 1999) y libros que ofrecen ensefianzas sobre la
manera de clonar y producir proteinas recombinantes empleando vectores y células hospedadoras procariotas o eu-
cariotas, como algunos de los titulos en la serie "A Practical Approach”, publicado por Oxford University Press ("DNA
Cloning 2: Expression Systems", 1995; "DNA Cloning 4: Mammalian Systems", 1996; "Protein Expression", 1999;
"Protein Purification Techniques", 2001).

Ejemplos de tecnologias de sintesis quimica, que son mas indicadas para la produccion del agente de unién a la
OX40R de la invencioén, cuando se encuentra en forma de péptido, son la sintesis en fase sdélida y la sintesis en fase
liguida. A modo de sintesis en fase solida, por ejemplo, el aminoacido que corresponde al extremo C-terminal del
péptido que se va a sintetizar, esta unido a un soporte que es insoluble en disolventes organicos, y a través de una
repeticion alternativa de las reacciones, una en la que los aminoacidos con sus grupos amino y los grupos funciona-
les de la cadena lateral protegidos con grupos protectores adecuados, se condensan uno a uno, desde el extremo
C-terminal al extremo N-terminal, y otra en donde los aminoacidos unidos a la resina o al grupo protector de los gru-
pos amino de los péptidos, se liberan, extendiéndose de esta manera la cadena peptidica.

Los métodos de sintesis en fase soélida estan clasificados en gran parte por el método tBoc y el método Fmoc, de-
pendiendo del tipo de grupo protector utilizado. Los grupos protectores utilizados normalmente, incluyen tBoc (t-
butoxicarbonilo), CI-Z (2-clorobenciloxicarbonilo), Br-Z (2-bromobenciloxicarbonilo), Bzl (bencilo), Fmoc (9-
fluorenilmetoxicarbonilo), MbH (4,4'-dimetoxidibenzhidrilo), Mtr (4-metoxi-2,3,6-trimetilbenzosulfonilo), Trt (tritilo), Tos
(tosilo), Z (benciloxicarbonilo) y Cl2-Bzl (2,6-diclorobencilo) para los grupos amino; NO2 (nitro) y Pmc (2,2,5,7,8-
pentametilcromano-6-sulfonilo) para los grupos guanidino, y tBu (t-butilo) para los grupos hidroxilo. Después de la
sintesis del péptido deseado, se somete a la reaccidon de desproteccion y se retira por corte del soporte sélido. Esta
reaccion de corte del péptido se puede realizar con fluoruro de hidrégeno o con acido trifluorometano sulfénico para
el método Boc, y con TFA para el método Fmoc.

Los agentes de union a OX40R obtenidos mediante ADN recombinante o tecnologias de sintesis quimica, se some-
ten finalmente a una o a varias etapas de purificacion. La purificacion puede realizarse por cualquiera de los méto-
dos conocidos para este fin, es decir, cualquier procedimiento convencional que implique extraccion, precipitacion,
cromatografia, electroforesis o similar. Por ejemplo, se puede utilizar HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Resolu-
cion). La elucion se puede realizar usando un disolvente a base de agua-acetonitrilo, utilizado comunmente para la
purificacion de proteinas. La invencion incluye preparaciones purificadas de los agentes de union a OX40R de la in-
vencion. Las preparaciones purificadas, tal y como se utilizan en esta memoria, se refieren a las preparaciones que



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2387767 T3

son por lo menos el 1%, preferiblemente al menos el 5%, en peso seco de los compuestos de la invencion.

Los compuestos de la invencion descritos anteriormente (proteinas, péptidos, compuestos organicos) pueden ser un
medicamento, siendo antagonistas de OX40L humano, y basandose en la bibliografia sobre la actividad de OX40L,
un inductor de la expresién de RANTES (Kotani A. y col., 2002), y antagonistas de RANTES humano.

Los agentes de unién a OX40R de la invencion se pueden utilizar como ingrediente activo en composiciones farma-
céuticas para la profilaxis y/o el tratamiento de enfermedades autoinmunes, inflamacién o infeccion.

El agente de unién a OX40R de la invencion, una vez unido a OX40R, actia como antagonista de OX40L, el poten-
cial terapéutico de esta molécula esta en la profilaxis y/o el tratamiento de enfermedades autoinmunes (por ejemplo,
enfermedad inflamatoria intestinal, artritis reumatoide y esclerosis multiple), inflamaciones o infecciones, en donde es
beneficiosa una inhibicién de la activacién de los linfocitos T CD4". Este Ultimo efecto también se puede utilizar para
reducir la poblacién de linfocitos T CD4" que expresan OX40R.

La presente invencion también proporciona composiciones farmacéuticas para la profilaxis y/o el tratamiento de en-
fermedades relacionadas con los linfocitos T CD4", que comprenden uno de los agentes de unién a OX40R de la in-
vencion como ingrediente activo. Estas composiciones farmacéuticas se pueden formular en combinacion con vehi-
culos, excipientes, estabilizadores o diluyentes farmacéuticamente aceptables. Dependiendo de las propiedades del
agente, la composicién farmacéutica puede ser Util para enfermedades relacionadas con linfocitos T CD4", tales co-
mo enfermedades autoinmunes, inflamaciones o infecciones.

Las composiciones farmacéuticas que comprenden los agentes de union a OX40R de la presente invencion incluyen
todas las composiciones en las que dicho compuesto se encuentra en una cantidad terapéuticamente eficaz, es de-
cir, una cantidad eficaz para lograr el resultado médicamente deseable en el animal tratado. Las composiciones far-
macéuticas pueden contener soportes adecuados farmacéuticamente aceptables, vehiculos biolégicamente compa-
tibles adecuados para la administracion a un animal (por ejemplo, solucién salina fisiologica) y eventualmente com-
prenden agentes auxiliares (tales como excipientes, estabilizadores o diluyentes) que facilitan el procesamiento de
los compuestos activos en preparaciones que pueden utilizar farmacéuticamente.

Las composiciones farmacéuticas se pueden formular en cualquier forma aceptable para satisfacer las necesidades
de la forma de administracion. El uso de biomateriales y otros polimeros para la administracion de farmacos, asi co-
mo las diferentes técnicas y modelos para validar un modo especifico de administracion, se describen en la
bibliografia (Luo B y Prestwich GD, 2001; Cleland JL y col., 2001). Modificaciones de los compuestos de la invencion
para mejorar la penetracion a través de la barrera hematoencefalica, también son utiles. Otros métodos de
transporte biomimético y de entrega racional de farmacos en el campo de la entrega transvascular de farmacos, son
conocidos en la técnica (Ranney DF, 2000).

Cualquier modo aceptado para la administracion se puede utilizar y esta determinado por los expertos en la materia.
Por ejemplo, la administracion puede ser a través de varias vias parenterales, tales como la via subcutanea, intrave-
nosa, intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intranasal, transdérmica, oral o bucal. La administraciéon parenteral
puede ser por inyeccion en bolo o por perfusion gradual en el tiempo. Las preparaciones para la administracion pa-
renteral incluyen soluciones estériles acuosas o no acuosas, suspensiones y emulsiones, que pueden contener
agentes auxiliares o excipientes conocidos en la técnica, y se pueden preparar de acuerdo con métodos de rutina.
Ademas, la suspension de los compuestos activos se puede administrar como suspensiones aceitosas para inyec-
cion adecuadas. Como disolventes o vehiculos lipdfilos adecuados, se incluyen los aceites grasos, por ejemplo,
aceite de sésamo o ésteres de acidos grasos sintéticos, por ejemplo, oleato de etilo o triglicéridos. Las suspensiones
acuosas para inyeccion que pueden contener sustancias que incrementan la viscosidad de la suspension incluyen,
por ejemplo, carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol y/o dextrano. Opcionalmente, la suspension también puede con-
tener agentes estabilizantes. Las composiciones farmacéuticas incluyen soluciones adecuadas para la administra-
cion mediante inyeccion, y contienen desde aproximadamente 0,01 hasta aproximadamente 99 por ciento, preferen-
temente desde aproximadamente 20 hasta 75 por ciento de principio activo junto con el excipiente. Las composicio-
nes que se pueden administrar por via rectal incluyen supositorios.

Se entiende que la dosificacién administrada dependera de la edad, el sexo, la salud y el peso del receptor, del tipo
de tratamiento simultaneo, si es que hubiera alguno, la frecuencia del tratamiento y la naturaleza del efecto deseado.
La dosificacion se ajustara al sujeto individual, tal y como lo entiende y lo puede determinar un experto en la técnica.
La dosis total requerida para cada tratamiento se puede administrar a través de multiples dosis o en una sola dosis.
La composicién farmacéutica de la presente invencion se puede administrar sola o junto con otros agentes terapéu-
ticos dirigidos contra la enfermedad, o dirigidos contra otros sintomas de la enfermedad. Por lo general, una dosifi-
cacion diaria de ingrediente activo esta comprendida entre 0,01 a 100 miligramos por kilogramo de peso corporal.

Los compuestos de la presente invencion se pueden administrar al paciente por via intravenosa en un vehiculo far-
macéuticamente aceptable, tal como solucion salina fisiologica. Se pueden utilizar métodos convencionales para la
entrega intracelular de péptidos, por ejemplo, entrega a través de lisosomas. Tales métodos son bien conocidos por
los expertos en la materia. Las formulaciones de esta invencién son utiles para la administracion por via parenteral,
tal como por via intravenosa, subcutanea, intramuscular e intraperitoneal.
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Como es bien conocido en la técnica médica, las dosificaciones para cualquier paciente dependen de muchos facto-
res, incluyendo el tamario del paciente, el area de superficie corporal, la edad, el compuesto particular que se va a
administrar, el sexo, el tiempo y la via de administracion, la salud general, y otros farmacos que se estén adminis-
trando al mismo tiempo.

Los agentes de unién a OX40R de la presente invencion, se pueden utilizar para detectar el dominio extracelular de
la proteina OX40R, en forma ligada a la membrana o como proteina soluble. Es evidente que este uso se puede ex-
tender a la deteccion de linfocitos T CD4" activados que expresan la proteina OX40R.

El método de detecciéon basado en estos usos comprende una primera etapa en la que se pone en contacto una
muestra con los agentes o las células, y una segunda etapa en la que la interaccion entre el domino extracelular de
la proteina OX40R se detecta directamente (por medio de cualquier marcador asociado al agente o a la célula, tal y
como se ha descrito anteriormente) o indirectamente (por medio de los efectos de esta union sobre la proteina
OX40R o la célula que expresa OX40R, por ejemplo), para indicar la presencia de estos elementos.

El agente o las células se pueden inmovilizar, antes o después de haberse puesto en contacto con la muestra, sobre
soportes que permiten no soélo la deteccion sino también la purificacion y/o la concentracion del dominio extracelular
de OX40R, unido a la membrana o a una proteina soluble o a células que expresan OX40R. Estos soportes se pue-
den utilizar en consecuencia en métodos para la deteccion, la purificacion y/o la concentracion del dominio extracelu-
lar de OX40R, unido a la membrana o a una proteina soluble o a células que expresan OX40R en una muestra, po-
niendo en contacto dicha muestra con los soportes, o con las células que expresan el agente de union a OX40R de
la presente invencion. Este y los métodos de deteccion descritos anteriormente se pueden utilizar para diagnosticar
un estado asociado con la presencia incrementada o disminuida de linfocitos T CD4" o de la proteina soluble
OX40R.

El agente de unién a OX40R de la presente invencion, o las células que lo expresan, se puede administrar en méto-
dos para la profilaxis y/o el tratamiento de enfermedades autoinmunes, inflamaciones o infecciones.

La presente invencion describe también un ensayo de escrutinio para la determinacion de la naturaleza y la actividad
de compuestos, segun lo dispuesto en los Ejemplos de la presente solicitud de patente, que inhiben las interaccio-
nes entre OX40L y OX40R, que comprende:

a) La formacion de una muestra que comprende los siguientes elementos:

i Un elemento que constituye el agente de union a OX40R, elegido entre los compuestos, las células y los
soportes descritos en la presente invencion;

ii. Un elemento que constituye el resto de OX40R, escogido de entre una proteina que comprende el dominio
extracelular de OX40R, una linea celular que expresa el domino extracelular de OX40R en su superficie, y una linea
celular que secreta el dominio extracelular de OX40R; y

iii. El(los) compuesto(s) que se van a someter a ensayo como inhibidor(es) de la interaccion entre OX40R-
OX40L.

b) La deteccion, directa o indirecta, del efecto de los compuestos (iii) sobre las interacciones entre los elementos (i)
e (ii).

c) La comparacion del efecto detectado en (b) entre las muestras diferentes en términos de calidad y/o cantidad de
los elementos de (a).

El soporte descrito anteriormente representa un elemento preferible, ya que esos tipos de escrutinios son mas rapi-
dos y eficaces, mediante el uso de un elemento de unién inmovilizado sobre soportes tales como placas de
microtitulacién de plastico o perlas.

La presente invencion también proporciona nuevos equipos de reactivos que comprenden los agentes de unién a
OX40R, células que los expresan, o soportes que los contienen, para la deteccion del dominio extracelular de la pro-
teina OX40R (unida a la membrana o como proteina soluble) o linfocitos T CD4" activados que permiten también el
diagnéstico de un estado debido a la presencia incrementada o disminuida de linfocitos T CD4" o de la proteina
OX40R soluble, en una muestra obtenida a partir de un paciente.

Finalmente, la presente invencién también proporciona un equipo de reactivos para la detecciéon de compuestos que
inhiben la interaccion de un ligando proteico con una proteina asociada a la membrana, que comprende la porcion
extracelular de la proteina asociada a la membrana y el ligando proteico, como proteinas de fusion que tienen dife-
rentes secuencias de marcadores.

La referencia a etapas de métodos conocidos, etapas de métodos convencionales, métodos conocidos o métodos
convencionales, no es de ninguna manera una admision de que cualquier aspecto, descripcion o realizacion de la
presente invencion estén descritos, se haya informado o sugerido sobre los mismos en la técnica relevante.
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Una vez entendidas las caracteristicas de los métodos y los productos descritos en la presente solicitud, se puede
deducir facilmente la necesidad y el tipo de etapas adicionales mediante una revision de la técnica anterior, asi como
con las siguientes figuras y ejemplos no limitantes que describen los detalles basicos y algunas aplicaciones de la
invencion.

Ejemplos

Ejemplo 1: Diseio experimental para la deteccion de las interacciones entre 0X40L-OX40R utilizando un en-
sayo de competencia basado en AIphaScreen®.

Métodos
Proteinas

La proteina de fusion OX40R-IgG+ humana se ha descrito anteriormente (Godfrey y col., 1994). La proteina recom-
binante se preparé construyendo un vector de expresion de mamifero basado en pCEP4 (Invitrogen) en el que el
ADNCc que codifica la porcién extracelular de OX40R humano (aminoacidos 1-208 de SWISSPROT n° P43489) esta-
ba fusionado en marco de lectura con el extremo 5' del ADNc que codifica la region constante de IgG1 humana (re-
gion bisagra, CH2 y CH3; aminoacidos 98-330 de SWISSPROT n° P01857). La OX40R-IgG+ recombinante se expre-
sa como una proteina secretada debido a la secuencia sefial de OX40R.

Las células HEK293-EBNA se transfectaron, utilizando la técnica de fosfato de calcio con la estructura artificial de
expresion, que contiene un gen marcador seleccionable con higromicina. Las células se sembraron con una densi-
dad de 2x10° células/ml en medio de crecimiento (DMEM/F-12 (1:1) suplementado con suero fetal bovino al 10% vy
L-glutamina 4 mM; Sigma Chemicals). Al dia siguiente, el medio fue reemplazado por DMEM/F-12 (1:1) suplementa-
do con suero fetal bovino al 2% y L-glutamina 4 mM. Una hora mas tarde, las células se transfectaron y se incubaron
a 37°C en una atmésfera humeda con 5% de CO; durante 4 horas, luego el medio se cambié a medio de crecimiento
que contenia 10% de suero fetal bovino. Dos dias después de la transfeccion, el agente de seleccion (higromicina B;
300 pg/ml) se afadié al medio. Un clon que expresaba correctamente OX40R-IgG+, se aisl6 entre las células selec-
cionadas.

La OX40R-IgG recombinante se purificé a partir del material sobrenadante de un cultivo celular generado a partir del
clon aislado. El material sobrenadante se clarific por centrifugacion (10 minutos a 500 x g) y, posteriormente, se fil-
tr6 empleando membranas de PVDF de 0,45 y 0,22 micrometros de tamafio de poro (Millipore). En paralelo, la co-
lumna de purificaciéon, que contenia 38 ml de resina en la que se habia inmovilizado la proteina G recombinante
(Pharmacia), se equilibré en tampoén de carga (Tris 0,1 M, pH 7,0) empleando un sistema Bio-Logic FPLC (Biorad).
Después de equilibrar con 20 voliumenes de columna (VC) de tampdn de carga, la muestra se aplicé a la columna
con un caudal de 1 ml/min. La columna se lavé con 10 VC de tampon de carga para eliminar las proteinas no unidas
especificamente a la resina. La proteina de fusion OX40R-IgG+, inmovilizada sobre la proteina G a través del resto
IgG1, se eluyd con un gradiente escalonado empleando un tampoén de elucion de glicina 0,1/HCI (pH 3,0). Las frac-
ciones resultantes se neutralizaron directamente con Tris 1 M (pH 7,6) para evitar la degradacién de las proteinas en
el tampon de elucion acido. Finalmente, las fracciones que contenian la proteina de fusion OX40R-IgG+ se desalaron
utilizando una columna de Sephadex G25 (Pharmacia) equilibrada en PBS (solucion salina tamponada con fosfato) y
se almacenaron en partes alicuotas a -80°C hasta el momento de utilizarlas en los ensayos.

Los anticuerpos biotinilados CD8 de murido-OX40L humano y CD8 anti-murido se encuentran disponibles comer-
cialmente (Ancell), asi como suramina (Sigma Chemicals). El OX40L recombinante humano soluble se preparé como
una proteina de fusién con la glutation-S-transferasa (GST) en un sistema de expresion de baculovirus (Gateway®,
Invitrogen) mediante la clonacién de la porcion extracelular de OX40L fusionada a GST en un plasmido que se utilizé
después para transfectar células SF9. La expresion y la purificacion se realizaron de acuerdo con las instrucciones
del fabricante.

Ensayo AlphaScreen®

Las perlas donantes y aceptoras modificadas de AIphaScreen® se compraron (Biosignal Packard). Las proteinas de
fusion OX40R-IgG+ y OX40L-CD8 se inmovilizaron, respectivamente, sobre perlas aceptoras conjugadas con protei-
na Ay, por medio de un anticuerpo biotinilado anti-CD8, sobre perlas donantes conjugadas con estreptavidina.

El ensayo de la union se realizo utilizando placas de poliestireno blanco de 384 pocillos de Costar® (Corning). Cada
pocillo de una placa de 384 pocillos contenia una mezcla de reaccién que tenia un volumen de 25 microlitros. Cada
uno de los cinco componentes de la mezcla de reaccion (OX40R-1gG1, OX40L-CD8, anti-CD8 biotinilado, perlas do-
nantes conjugadas con estreptavidina y perlas aceptoras conjugadas con proteina A) fue afiadido en un volumen de
5 microlitros. Todas las diluciones se realizaron en tampén de ensayo (solucidn salina tamponada con fosfato y BSA
al 0,1%), con o sin dimetilsulféxido (DMSO).

En el ensayo estandar, OX40-IgG1 y OX40L-CD8 se incubaron juntos durante 30 minutos, y luego se afiadié anti-

cuerpo anti-CD8 biotinilado (10 nM). Después de otro periodo de incubacion de 30 minutos, las perlas donantes de
estreptavidina (20 pg/ml) y las perlas aceptoras de proteina A (20 ug/ml) se afadieron a cada pocillo individual. En la
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placa se hizo un recuento una hora mas tarde, con un equipo de lector de Packard Fusion® (Biosignal Packard) con
un tiempo de lectura de 1 segundo/pocillo. Debido a la sensibilidad a la luz de las perlas donantes y aceptoras, los
experimentos se llevaron a cabo bajo luz azul y todos los periodos de incubacion se realizaron a temperatura am-
biente. La placa se ley6 a una longitud de onda de excitacién de 680 nandmetros combinada con una longitud de
onda de emision mas corta de 520-620 nanémetros.

Analisis de datos

Todos los valores de Kp, Clso y CEsp se calcularon utilizando el programa de Prism® (GraphPad Software). La trans-
formacion de los valores de Clsp en valores K; se realizé mediante la ecuacion de Cheng-Prusoff (Cheng YC y Pru-
soff WH, 1973).

Resultados

Los ensayos de unién de OX40L conomdos en la bibliografia incluyen el analisis basado en FACS (Taylor L y col.,
2002), o un analisis basado en Biacore® (Al-Shamkhani A y col., 1997). Por ser estas técnicas inadecuadas para es-
crutinios de alto rendimiento, se cred un sistema mas eficaz para establecer las posibles propiedades inhibidoras de
péptidos obtenidos a partir de OX40L, sobre la interaccién entre OX40R-OX40L, mediante la utilizacion de una tec-
nologia disponible comermalmente denominada ensayo de deteccion homogéneo de proximidad luminiscente ampli-
ficado (AIphaScreen Packard Bioscience), un método basado en el inmunoensayo luminiscente de canalizacion de
oxigeno (LOCI; documento EP515194; Ullman E y col., 1994).

En pocas palabras, la tecnologia AIphaScreen® proporciona una determinacion facil y fiable del efecto de compues-
tos sobre |nteraCC|ones y actividades biomoleculares, en particular para ensayos de interaccion proteina/proteina.
AIphaScreen se basa en el uso de perlas de poliestireno "donantes” y "aceptoras", recubiertas cada una con una
capa de hidrogel que proporciona grupos funcionales para la conjugacion de una molécula especifica. Cuando una
interaccion biolégica entre las moléculas inmovilizadas acerca las perlas, se inicia una cascada de reacciones quimi-
cas para producir una sefial muy amplificada. Después de una excitacion con laser a 680 nanémetros, un fotosensi-
bilizador en la perla "donante" convierte el oxigeno ambiente a un estado de singlete mas excitado. Las moléculas
de oxigeno en estado de singlete excitado, difunden a través de una distancia maxima de 200 nanémetros antes de
una rapida desactivacion. Si una perla aceptora esta muy cerca, estas moléculas de oxigeno reaccionan con un
agente quimioluminiscente (tal como los derivados de tioxeno) contenidos en las perlas aceptoras, para generar
quimioluminiscencia. Los fluoréforos activados emiten posteriormente luz a 520-620 nanémetros. En ausencia de
una interaccion biolégica especifica, las moléculas de oxigeno en estado de singlete produC|das por la perla donan-
te, no se detectan, sin la proximidad de la perla aceptora. La tecnologia de AIphaScreen permite la deteccion de in-
teracciones con afinidades en el intervalo sub-nanomolar/micromolar.

En el presente caso, el sistema experimental se sometid gor primera vez a ensayo utilizando sélo las parejas de
unién basicas, inmovilizadas sobre perlas de AlphaScreen™ mediante el uso de diferentes marcadores de afinidad
que tienen un enlazador bioldgico corto que evita el uso de grupos marcadores exdgenos. La sefial debe ser detec-
tada solo cuando las perlas donantes de estreptavidina y aceptoras de proteina A estan separadas por una distancia
menor que 200 nm, en virtud del complejo formado por anticuerpo anti-CD8 biotinilado, OX40L-CD8 y OX40R-IgG
(Fig.1). El domino extracelular de OX40R marcado con IgG+, se incub6é con OX40L-CD8 soluble, formando un com-
plejo. Debido a los marcadores relevantes, este complejo era capaz de acoplarse a las perlas aceptoras de proteina
A, en presencia de un antlcuerpo anti-CD8 biotinilado, y a las perlas donantes de estreptavidina, generando una se-
fial detectable con AIphascreen En presencia de un compuesto que compite por la interacciéon entre OX40L-
OX40R, las perlas donantes y aceptoras ya no deberian estar préximas y la sefial ya no se deberia detectar mas.

En los experimentos iniciales realizados para determinar la viabilidad de este ensayo, la sefial de AIphascreen® se
incremento con la adicion de OX40R-IgG+, en una forma dependlente de la dosis (Fig. 2A). Los valores calculados
de CEso (-log CEso + SEM, error estandar de la media) eran 7,7 x 10° M (8,11 + 0,04) y 7,9 x 10° M (8,10 + 0,01)
empleando OX40-1gG+ 5 o 10 nM, respectivamente. El experimento se repitié a continuacion, utilizando una amplia
gama de concentraciones de receptor (2,5-80 nM) con el fin de determinar la concentracion éptima para el uso de
este ensayo de unién. Se sometieron a ensayo siete concentraciones en total y los resultados mostraron que cada
concentracion generaba un aumento dependiente de la dosis, de la relacion Sefal/Ruido de fondo (S/R) en la sefial
del Alphascreen®, después de la incubaciéon con OX40L-CD8 (Fig. 2B). En todos los casos, no hubo diferencias sig-
nificativas entre los valores calculados de CEsp, que se mantuvieron en el rango nanomolar.

Teniendo en cuenta estos resultados, se realizaron otros experimentos con una concentracion de OX40R-IgG+ (10
nM) y de OX40L-CD8 (40 nM) que permitia una ventana S/R adecuada para trabajar y aseguraba también que el
ensayo fuera rentable utilizando sélo una concentracion minima de estas proteinas de fusion.

La Kp de OX40L-CD8 para OX40R-IgG+ se calculé a continuacion, restando la sefial debida a una unién no especifi-
ca, tal y como se determiné en presencia de suramina (1 mM), una molécula pequefia que inhibe las interacciones
de proteinas similares a TNF con sus receptores (Alzani R y col., 1995). La unién especifica de OX40L-CD8 era sa-
turable y de alta afinidad (Fig. 3), con un valor Kp calculado de 20,7 + 5,2 nM. Esto esta de acuerdo con los valores
de la bibliografia, cuando se midié la afinidad de la unién de OX40L-CD4 hacia OX40R utilizando un método de chip
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sensor de Biacore (Al Shamkhani A y col., 1997) y, en general, similar a los valores de Kp obtenidos para otros
miembros de la familia de receptores de TNF hacia sus respectivos ligandos.

Se investigo la capacidad de los dos competidores conocidos de las interacciones entre OX40L-OX40R (OX40L so-
luble humano recombinante y sin marcar, y suramina), que son ambos incapaces de generar una sefial de Alphas-
creen® en este ensayo en ausencia de OX40L-CD8, para desplazar a OX40L-CD8 de OX40R-IgG+. Los experimen-
tos del desplazamiento se llevaron a cabo, teniendo en cuenta el valor aproximado de Kp, con una concentracion de
OX40L-CD8 (40 nM) que era 4 veces mayor que la de OX40R-IgG+ (10 nM ). Concentraciones crecientes de OX40L
(3 uM-0,1 pM) o suramina (1 mM-1 nM) se afiadieron a una mezcla de reaccién que también contenia OX40-IgG;
(10 nM) y OX40L-CD8 (40 nM). Los dos compuestos compiten por la union a OX40L-CD8 en un manera dependlen-
te de la dosis, con valores resultantes de Clsy (-logClsy + SEM) de 5,9 x 10° M (8 23+0,35)y7,9x 10° M (4,10 +
0,06), respectivamente (Fig. 4). Estos valores se pueden transformar por la ecuacion de Cheng-Prusoff (Cheng, YC y
Prusoff, WH, 1973) a valores K; de 2,0 nM para OX40L y 26,3 uM para suramina. Este ultimo valor de suramina es
similar a los valores descritos para la inhibicion de la union de TNF-a al receptor de TNF (Gray PW y col., 1990).

Una mayor optimizacion del ensayo se realizé para definir mejor las condiciones para llevar a cabo el ensayo. El en-
sayo era capaz de tolerar, sin ninguna pérdida de sefial, una concentracion de dimetilsulféxido (DMSO) de hasta 1%.
El ensayo se puede realizar de manera eficiente mediante la combinacion de OX40-IgG4, OX40L-CD8 y anticuerpo
anti-CD8 biotinilado en una primera etapa de adicion, y combinando perlas donantes de estreptavidina y aceptoras
de proteina A, en una segunda etapa de adicion, manteniendo un tiempo total de incubacion de 60 minutos. Ambas
mezclas se pueden preparar con anticipacion para afiadir a la placa.

La tecnologia de AIphascreen® descrita anteriormente, desarrollada inicialmente para detectar péptidos obtenidos a
partir de OX40L que inhiben competitivamente la interaccion entre OX40L-OX40R, seria conveniente para escrutar
también para cualquier otro inhibidor selectivo de molécula pequefia o peptidico, de dicha interaccion. Puesto que
este ensayo es homogéneo, muy sensible, resistente y adecuado para la automatizacion en un formato de 384 poci-
llos, el mismo enfoque es potencialmente adaptable al desarrollo de escrutinios bioquimicos para muchos otros li-
gandos proteicos que interaccionan con proteinas asociadas a la membrana, simplemente mediante la expresion de
la porcién extracelular de la proteina asociada a la membrana y el ligando proteico como proteinas de fusién con di-
ferentes secuencias marcadoras (IgG1 y CD8, respectivamente, en el presente caso).

Ejemplo 2: Identificacion de péptidos obtenidos a partir de OX40L que se unen a OX40R
Métodos
Péptidos

Los péptidos (10-31 aminoacidos) se sintetizaron con una pureza que oscilaba de 85 a 97% por Epytop (Francia), y
se almacenaron en forma liofilizada a -20°C. Los péptidos se solubilizaron en NaOH 0,1 mM en PBS antes de su
uso. El nombre, la secuencia y los aminoacidos correspondientes en OX40L humano para cada péptido se muestran
en la Tabla lll.

Ensayo de competencia basado en Alphascreen®

Los componentes solubles (OX40-IgG4, OX40L-CD8 y anticuerpo anti-CD8 biotinilado) se mezclaron en la concen-
tracion descrita anteriormente para los ensayos de competencia con OX40L y suramina (Fig. 4), junto con diferentes
concentraciones de cada péptido en un volumen de 5 microlitros en una primera etapa de adicion. Las perlas donan-
tes de estreptavidina y aceptoras de proteina A se afiadieron 30 minutos mas tarde. Las placas se incubaron durante
2 horas en la oscuridad, a temperatura ambiente y con agitacion, antes de realizar una lectura a una longitud de on-
da de excitacién de 680 nm, combinada con una longitud de onda de emision mas corta de 520 a 620 nandémetros,
tal y como se describe en el Ejemplo 1.

Ensayo de extincion de la fluorescencia

El ensayo de extincién de la fluorescencia se realizo tal y como se ha descrito previamente (Golabek A y col., 2000).
OX40R-IgG+ (35 microgramos) se disolvio en 500 microlitros de PBS y el espectro de la fluorescencia se registré a
295-420 nanémetros con una longitud de onda de excitacion de 290 nm, utilizando un espectrofluorometro (Perkin
Elmer LS50B) con ranuras de 5 nanémetros. Los espectros de fluorescencia de OX40R-IgG1 humana se registraron
luego en presencia de concentraciones crecientes (5-1000 nM) de péptidos P5 y P5-1, después de 15 minutos de
equilibrio. EI cambio de la fluorescencia a 336 nanémetros se represento frente a la concentramon de péptido y las
curvas resultantes se analizaron mediante ajuste de regresion no lineal, con el programa de Prism® (GraphPad).

Resultados

Una serie de péptidos que se superponen parcialmente fueron disefiados basandose en la secuencia del dominio
extracelular de OX40L humano (Fig. 5A, Tabla lll), que se corresponde a los aminoacidos 51-183 de la proteina. En
esta area, se disefiaron previamente dos péptidos basandose en la secuencia de OX40L de ratén para obtener los
anticuerpos anti-OX40L (Stuber E y Strober W, 1996).
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Usando una primera serie de péptidos en el ensayo de competencia basado en Alphascreen® descrito en el Ejemplo
1, fue posible definir un péptido (P5), capaz de inhibir la unién de OX40R a OX40L en el rango micromolar (Figura
5B), un valor de afinidad que es farmacolégicamente relevante.

Basandose en la secuencia del péptido P5, se sometieron a ensayo una segunda serie de péptidos que estaban
parcialmente superpuestos, para reducir aun mas esta molécula inhibidora (Figura 6A; Tabla Ill). El resultado de este
escrutinio secuencial es que la region comprendida entre los aminoacidos 94 y 124 de OX40L humano (P5) no es
una regién minima puesto que un péptido correspondiente a los aminoacidos 107-116 (P5-1), es capaz de inhibir la
union de OX40R con OX40L, aun en el rango micromolar (Kd ~10 y 62 microMolar, respectivamente). Los otros pép-
tidos sometidos a ensayo no mostraron ningun efecto o mostraron efectos dificilmente medibles sobre la interaccion
entre OX40R-OX40L (Figura 6B).

Puesto que se demostrd que el péptido P4, que contiene los seis aminoacidos C-terminales del péptido P5-1, se
unia muy mal a OX40R, se puede concluir también que los aminoacidos N-terminales del péptido P5-1, por ejemplo,
la secuencia GYFSQ (péptido P5-1a; aminoacidos 107-111 en OX40L humano; SEQ ID NO: 13), pueden represen-
tar una secuencia de péptido minimo, funcionalmente activo como agente de uniéon a OX40R. Cuando se comparaba
con el péptido obtenido a partir de OX40L de ratén, P-OX-1 (Stuber E y Strober W, 1996), este péptido contiene dos
sustituciones no conservadoras (Fig. 6A).

Las secuencias de los péptidos P5 y P5-1, identificadas en este ejemplo mediante ensayos de competencia, han
permitido identificar estructuras en el OX40L que desempefian un papel esencial en la interaccién entre OX40L-
OX40R, lo que demuestra que secuencias de péptidos especificos pueden competir efectivamente con OX40L. Es-
tos resultados no eran predecibles a partir del analisis del estado de la técnica sobre la relacién estructura-actividad
de estas proteinas, ni de otras proteinas similares a TNF/TNFR, siendo muy diversas las regiones de contacto entre
proteinas pertenecientes a estas familias entre las parejas de ligandos y receptores (Bodmer JL y col., 2002).

La afinidad de los péptidos identificados en el Ejemplo 1 como inhibidores de la interaccion entre OX40L-OX40R, se
evaluoé mediante espectroscopia de extincion de la fluorescencia, una tecnologia que permite tales mediciones en
solucion, en condiciones naturales y sin perlas u otros soportes. Este método se basa en el seguimiento de los cam-
bios en la fluorescencia intrinseca de una proteina (OX40R-IgG+) después de su unién con otra proteina (P5 o P5-1).
La incubacion de OX40R-IgG+ con concentraciones crecientes de péptidos P5 o P5-1 produjo un cambio de su fluo-
rescencia intrinseca en forma de una curva hiperbdlica, cuando los cambios en la fluorescencia de OX40R-IgG+ se
representaron frente a la concentracion del péptido P5 y P5-1 (Figura 7A y 7B). Un analisis de regresion no lineal de
los datos, revel6 una constante de disociacion aparente para OX40R de KD ~7,9 nM y KD ~24,6 nM para los pépti-
dos P5 y P5-1, respectivamente. Estos valores muestran una interaccion de alta afinidad entre OX40R-IgG+ y los
péptidos seleccionados, que se pueden utilizar por ello como antagonistas de OX40L.

Los resultados presentados en este Ejemplo indican que la interaccion entre OX40R-OX40L se puede inhibir con
efectividad mediante el uso de péptidos especificos obtenidos a partir de OX40L que se unen de manera eficaz a
OX40R, proporcionando una nueva oportunidad para el desarrollo de farmacos dirigidos a la ruta de OX40R y que
inhiben eventos fisioldgicos aberrantes o indeseables bajo su control. Estos agentes de unién a OX40R se pueden
caracterizar con mas detalle como antagonistas de OX40L en su interaccion con OX40R, empleando ensayos con
animales y de biologia celular conocidos en la técnica (documento WO 99/42585, Imura A y col., 1997; Nohara C y
col., 2001; Pippig SD y col., 1999; Kotani A. y col., 2002) y, se pueden validar adicionalmente sometiendo a ensayo
otros efectos secundarios que limitan el uso potencialmente, en modelos pertinentes (Coleman RA y col., 2001).

TABLA |
Aminoacido | Grupo de aminoacidos sinénimos | Grupos de aminoacidos sinénimos mas preferidos

Ala Gly, Thr, Pro, Ala, Ser Gly, Ala

Arg Asn, Lys, GIn, Arg, His Arg, Lys, His
Asn Glu, Asn, Asp, GIn Asn, GIn
Asp Glu, Asn, Asp, GIn Asp, Glu

Cys Ser, Thr, Cys Cys

GIn Glu, Asn, Asp, GIn Asn, GIn

Glu Glu, Asn, Asp, GIn Asp, Glu

Gly Ala, Thr, Pro, Ser, Gly Gly, Ala

His Asn, Lys, GIn, Arg, His Arg, Lys, His

lle Phe, lle, Val, Leu, Met lle, Val, Leu, Met
Leu Phe, lle, Val, Leu, Met lle, Val, Leu, Met
Lys Asn, Lys, GIn, Arg, His Arg, Lys, His
Met Phe, lle, Val, Leu, Met lle, Val, Leu, Met
Phe Trp, Phe, Tyr Tyr, Phe

Pro Gly, Ala, Ser, Thr, Pro Pro

Ser Gly, Ala, Ser, Thr, Pro Thr, Ser

Thr Gly, Ala, Ser, Thr, Pro Thr, Ser
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Trp Trp, Phe, Tyr Trp
Tyr Trp, Phe, Tyr Phe, Tyr
Val Met, Phe, lle, Leu, Val Met, lle, Val, Leu
TABLA Il
Aminoacido Grupo de sinénimos
Ser D-Ser, Thr, D-Thr, allo-Thr, Met, D-Met, Met(O), D-Met(O), L-Cys, D-Cys
Arg D-Arg, Lys, D-Lys, homo-Arg, D-homo-Arg, Met, lle, D-Met, D-lle, Orn, D-Orn
Leu D-Leu, Val, D-Val, AdaA, AdaG, Leu, D-Leu, Met, D-Met
Pro D-Pro, acido L-I-tioazolidin-4-carboxilico, acido D- o L-1-oxazolidin-4-carboxilico
Thr D-Thr, Ser, D-Ser, allo-Thr, Met, D-Met, Met(O), D-Met O), Val, D-Val
Ala D-Ala, Gly, Aib, B-Ala, Acp, L-Cys, D-Cys
Val D-Val, Leu, D-Leu, lle, D-lle, Met, D-Met, AdaA, AdaG
Gly Ala, D-Ala, Pro, D-Pro, Aib, beta-Ala, Acp
lle D-lle, Val, D-Val, AdaA, AdaG, Leu, D-Leu, Met, D-Met
Phe D-Phe, Tyr, D-Thr, L-Dopa, His, D-His, Trp, D-Trp, Trans-3,4, o 5-fenilprolina, AdaA, AdaG, cis-3,4, o
5-fenilprolina, Bpa, D-Bpa
Tyr D-Tyr, Phe, D-Phe, L-Dopa, His, D-His
Cys D-Cys, S--Me--Cys, Met, D-Met, Thr, D-Thr
GIn D-GIn, Asn, D-Asn, Glu, D-Glu, Asp, D-Asp
Asn D-Asn, Asp, D-Asp, Glu, D-Glu, GIn, D-GIn
Lys D-Lys, Arg, D-Arg, homo-Arg, D-homo-Arg, Met, D-Met, lle, D-lle, Orn, D-Orn
Asp D-Asp, D-Asn, Asn, Glu, D-Glu, GIn, D-GIn
Glu D-Glu, D-Asp, Asp, Asn, D-Asn, GIn, D-GIn
Met D-Met, S--Me--Cys, lle, D-lle, Leu, D-Leu, Val, D-Val
TABLA Il
Nombre del péptido Secuencia del péptido Correspondencia con
OX40L humano
P1 (SEQ ID NO:2) VASLTYKDKVYLNVTTDNTSLDDFHVNGGEL 150-180
P2 (SEQ ID NO: 3) LDDFHVNGGELILIHQNPGEFCVL 160-183
P3 (SEQ ID NO: 4) VSHRYPRIQSIKVQFTEYKKEKGFILTSQ 52-80
P4 (SEQ ID NO: 5) EKGFILTSQKEDEIMKVQNNSVIINCDGFYL 72-102
P5 (SEQ ID NO: 6) IINCDGFYLISLKGYFSQEVNISLHYQKDEE 94-124
P6 (SEQ ID NO: 7) HYQKDEEPLFQLKKRSVNSLMVASLTYKDK 118-148
P5-1 (SEQ ID NO: 8) GYFSQEVNIS 107-116
P5-2 (SEQ ID NO: 9) ISLHYQKDEE 107-124
P5-3 (SEQ ID NO: 10) | GFYLISLKGY 99-108
P5-4 (SEQ ID NO: 11) | QEVNISLHYQ 111-120
P5-5 (SEQ ID NO: 12) | INCDGFYLI 94-103
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Listado de Secuencias

<110> Applied Research Systems ARS holding
<120> NUEVOS AGENTES DE UNION A OX40R
<130> W0O498

<160> 15

<170> PatentIn versién 3.0

<210>1
<211>183
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Met Glu Arg val Gln Pro Leu Glu Glu Asn val Gly Asn Ala Ala
1 5 10 15

Pro Arg Phe Glu Arg Asn Lys Leu Leu Leu val Ala Ser val Ile
20 : 25 30

Gly Leu Gly Leu Leu Leu Cys Phe Thr Tyr Ile Cys Leu His Phe
35 40 45

Ala Leu GIn val Ser His Arg Tyr Pro Arg Ile Gln Ser Ile Lys
50 55 60

Gln Phe Thr Glu Tyr Lys Lys Glu Lys Gly Phe Ile Leu Thr ser
65 70 75

Lys Glu Asp Glu Ile Met Lys val GIn Asn Asn Ser val Ile Ile
85 90 95

Cys Asp Gly Phe Tyr Leu Ile Ser Leu Lys Gly Tyr phe Ser Gln
100 105 110

val Asn Ile Ser Leu His Tyr GlIn Lys Asp Glu Glu Pro Leu Phe
115 120 125

Leu Lys Lys val Arg Ser Val Asn ser Leu Met val Ala Ser Leu
130 135 140

Tyr Lys Asp Lys val Tyr Leu Asn val Thr Thr Asp Asn Thr ser
145 150 155

Asp Asp Phe His val Asn Gly Gly Glu Leu Ile Leu Ile His Gln
165 170 _ 175

pro Gly Glu pPhe cys val Leu
180

<210> 2
<211> 31
<212> PRT

<213> estructura artificial sintética

<400> 2

Arg
Gln
ser
val
Gln
80

Asn
Glu
Gln
Thr
Leu

160

Asn

val Ala Ser Leu Thr Tyr Lys Asp Lys val Tyr Leu Asn val Thr Thr
1 5 10 15

Asp Asn Thr Ser Leu Asp Asp Phe His val Asn Gly Gly Glu Leu
20 25 30
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<210> 3
<211> 24
<212> PRT

<213> estructura artificial sintética

<400> 3

Leu Asp Asp Phe His val Asn Gly Gly Glu Leu Ile Leu Ile His GIn
1 5 10 15

Ash Pro Gly ggu phe Cys val Leu

<210> 4
<211> 29
<212> PRT

<213> estructura artificial sintética

<400> 4

val Ser His Arg Tyr Pro Arg Ile GIn Ser Ile Lys val GIn Phe Thr
1 5 10 15

Glu Tyr Lys !Z_gs Glu Lys Gly Phe %}e Leu Thr ser GIn

<210>5

<211> 31

<212> PRT

<213> estructura artificial sintética

<400> 5

Glu Lys Gly Phe Ile teu Thr Ser Gln Lys Glu Asp Glu Ile Met Lys
1 5 10 , 15
val G1n Asn Asn Ser val Ile Ile Asn Cys Asp Gly Phe Tyr Leu
2 25 30
<210>6
<211> 31

<212> PRT

<213> estructura artificial sintética

<400> 6

Ile Tle Asn Cys Asp Gly Phe Tyr Leu Ile Ser Leu Lys Gly Tyr Phe
1 5 10 15

ser GIn Glu val Asn Ile Ser Leu His Tyr GIn Lys Asp Glu Glu
20 25 30

<210>7
<211> 30
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<212> PRT

<213> estructura artificial sintética

<400> 7

His Tyr GIn Lys Asp Glu Glu Pro Leu Phe GIn Leu Lys Lys Arg Ser
1 5 10 15

val Asn Ser Leu Met val Ala Ser Leu Thr Tyr Lys AsSp Lys
20 25 30

<210> 8
<211>10
<212> PRT

<213> estructura artificial sintética

<400> 8

Gly Tyr phe ser Gln Glu val Asn Ile Ser
1 5 10

<210>9
<211>10
<212> PRT

<213> estructura artificial sintética

<400> 9

Tle Ser Leu His Tyr GIn Lys Asp Glu Glu
1 5 10

<210> 10
<211>10
<212> PRT

<213> estructura artificial sintética

<400> 10
Ty Phe Tyr Leu ]5:‘1e Sser Leu Lys Gly ‘{%/)r
<210> 11
<211>10

<212> PRT

<213> estructura artificial sintética

<400> 11

Gln Glu val Asn Ile Ser Leu His Tyr Gln
1 5 10
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<210> 12
<211>10
<212> PRT

<213> estructura artificial sintética

<400> 12

Ile Ile Asn Cys Asp Gly Phe Tyr Leu Ile
1 5 10

<210>13
<211>5
<212> PRT

<213> estructura artificial sintética

<400> 13

Gly Tyr pPhe Ser GIn
1 5

<210> 14
<211> 18
<212> PRT

<213> estructura artificial sintética

<400> 14

Leu Lys Gly Ser Phe Phe GIn Glu val Lys Tle Asp Leu His phe Arg
1 5 10 15

Glu Asp
<210> 15
<211>18
<212> PRT

<213> estructura artificial sintética

<400> 15
Ala phe Lys Asp Lys val Tyr teu Thr val Asn Ala Pro Asp Thr Leu
1 5 10 : 15

cys Glu
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REIVINDICACIONES

1. Un agente de union a OX40R que es la secuencia del péptido correspondiente a los aminoacidos 94-124 de
OX40L humano y que consiste en la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 6.

2. Un agente de union a OX40R que es un fragmento peptidico de los aminoacidos 94-124 de OX40L huma-
no que consiste en la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 6, en donde dicho fragmento comprende los aminoaci-
dos 107-116 de OX40L humano que consiste en la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 8.

3. El agente de union a OX40R de acuerdo con la reivindicaciéon 2, que se corresponde a los aminoacidos
107-116 de OX40L humano que consiste en la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 8.

4, Un agente de union a OX40R que es la secuencia peptidica que se corresponde a los aminoacidos 107-111
de OX40L humano y que consiste en la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 13.

5. El agente de union a OX40R que es un mutante activo de un péptido de acuerdo con cualquiera de las rei-
vindicaciones 1 a 4, en donde uno o varios de sus aminoacidos estan sustituidos de forma conservadora y en donde
dicho mutante activo se une a OX40R.

6. Un agente de union a OX40R que es un polipéptido de fusién que consiste en uno cualquiera de los agen-
tes de union a OX40R de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, fusionado a una regién constante de
inmunoglobulina.

7. Un agente de union a OX40R que es una sal de un agente de uniéon a OX40R de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 6.

8. Un agente de unién a OX40R que es un conjugado o un complejo activo de un agente de unién a OX40R
de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, con una molécula escogida entre marcadores radiactivos,
biotina, marcadores fluorescentes, agentes citotoxicos y agentes de entrega de farmacos.

9. Un acido nucleico que codifica un agente de uniéon a OX40R de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 6.

10. Un vector de expresion de origen virico o plasmidico que comprende un acido nucleico de acuerdo con la
reivindicacion 9.

11. A célula hospedadora procariota o eucariota, que comprende un vector de expresion de acuerdo con la rei-
vindicacioén 10.

12. Una linea celular estable aislada, sustancialmente enriquecida en células de acuerdo con la reivindicacion
11.
13. La linea celular de acuerdo con la reivindicacion 12, en donde el agente de unién a OX40R es secretado o

expresado sobre la superficie de la membrana.

14. Un método para producir un agente de unién a OX40R de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 6, que com-
prende el cultivo de células de acuerdo con las reivindicaciones 11 a 13 y la recogida de dicho agente de union.

15. Preparaciones purificadas de los agentes de unidon a OX40R de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 8.

16. Uso de los agentes de union a OX40R de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 8, como un medicamento.
17. Una composicion farmacéutica para la profilaxis y/o el tratamiento de enfermedades relacionadas con los

linfocitos T CD4", que comprende un agente de union a OX40R de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 8, como in-
grediente activo.

18. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 17, en combinaciéon con soportes, excipien-
tes, estabilizadores y/o diluyentes farmacéuticamente aceptables.

19. Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la reivindicaciéon 17 o 18, en donde las enfermedades re-
lacionadas con los linfocitos T CD4" son rechazo de trasplantes, enfermedades autoinmunes, inflamaciones o infec-
ciones.

20. Uso de los agentes de unidon a OX40R de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 8, o de las células de acuer-
do con las reivindicaciones 11 a 13, para la deteccién del dominio extracelular de la proteina OX40R como una pro-
teina unida a la membrana o soluble.

21. Uso de los agentes de unidon a OX40R de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 8, o de las células de acuer-
do con las reivindicaciones 11 a 13, para la deteccién de linfocitos T CD4" activados.

22. Soportes para la deteccion, la purificacion y/o la concentracion del dominio extracelular de OX40R, como
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una proteina unida a la membrana o soluble, o de linfocitos T CD4" activados, teniendo dichos soportes un agente
de unién a OX40R de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 8, en forma inmovilizada.

23. Métodos para la deteccion, la purificacion y/o la concentracion del dominio extracelular de OX40R, como
una proteina unida a la membrana o soluble, o de linfocitos T CD4" activados en una muestra, comprendiendo dicho
método poner en contacto dicha muestra con los soportes de acuerdo con la reivindicacién 22, o con las células de
acuerdo con las reivindicaciones 11 a 13.

24. Un método de acuerdo con la reivindicacion 23, en donde el método se utiliza para diagnosticar un estado
asociado con una presencia incrementada o disminuida de linfocitos T CD4" o de proteina OX40R soluble.

25. Uso del agente de unién a OX40R de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 8, o de las células de acuerdo
con las reivindicaciones 11 a 13, para la preparacion de un medicamento para la profilaxis y/o el tratamiento de en-
fermedades autoinmunes, inflamaciones o infecciones.

26. Un ensayo de escrutinio para determinar la naturaleza y la actividad de compuestos que modulan las inter-
acciones entre OX40R-OX40L que comprende:

a) la formacién de una muestra que comprende los siguientes elementos:

i un elemento que constituye el agente de unién a OX40R, elegido entre los compuestos de acuerdo con las
reivindicaciones 1 a 8, las células de acuerdo con las reivindicaciones 11 a 13 y los soportes de acuerdo con la rei-
vindicacién 22;

ii. un elemento que constituye el resto de OX40R, escogido entre una proteina que comprende el dominio ex-
tracelular de OX40R, una linea celular que expresa el domino extracelular de OX40R en su superficie y una linea ce-
lular que secreta el dominio extracelular de OX40R; y

iii. el(los) compuesto(s) que se van a someter a ensayo como modulador(es) de las interacciones entre
OX40R-0OX40L;

b) la deteccion, directa o indirecta, del efecto de los compuestos (iii) sobre las interacciones entre los elementos (i) e
(ii);

c) la comparacion del efecto detectado en (b) entre las diferentes muestras en términos de calidad y/o de cantidad
de los elementos de (a).

27. Un equipo de reactivos para la deteccion del dominio extracelular de la proteina OX40R o de linfocitos T
CD4" activados, que comprende un agente de union a OX40R de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 8, una célula
de acuerdo con las reivindicaciones 11 a 13 o un soporte de acuerdo con la reivindicacion 22.

28. Un equipo de reactivos de acuerdo con la reivindicacion 27, para el diagnostico de un estado debido a una
presencia incrementada o disminuida de linfocitos T CD4" o de la proteina soluble OX40R en una muestra obtenida
a partir de un paciente.
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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