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DESCRIPCIoN 

Proteinas quimericas novedosas y motodos para usar las mismas. 

Campo de la invencion 

La presente invenciOn se refiere a proteinas quimericas novedosas que pueden fijarse a una primera cdlula y 

5 enmascarar o interferir de otro modo con una primera serial de esa celula, mientras que tambien confieren un 

segundo tipo de sefial a una segunda cdlula. Las proteinas son Citiles en el tratamiento de numerosos trastornos 

inmunitarios y otras enfermedades. Tambien se dan a conocer metodos para afectar a una disminuci6n en una 

cdlula y enviar una sena' trans a otra cdlula. 

Informacion de antecedentes 

10 Existen dos ramas principales en el sistema inmunitario, soportadas por diferentes tipos de celulas denominadas 

linfocitos B y linfocitos T (celulas B y celulas T). Las celulas B crean anticuerpos cuando encuentran antigenos y, en 

la mayoria de los casos, estos anticuerpos son protectores. Sin embargo, en enfermedades autoinmunitarias,  

algunos de los anticuerpos reaccionan con los tejidos del individuo. Cuando se depositan en tejido, provocan una 

reacciOn inflamatoria y deo tisular. Las celulas T, como las colulas B, tambien se activan cuando encuentran un 

15 antigen°. A medida que las celulas T se desarrollan experimentan un proceso denominado "educacion timica". 

Durante la educaciOn timica, mas del 95% de las celulas T mueren. Las celulas T que han tenido un receptor de 

celulas T que puede reconocer y reaccionar con los propios tejidos del individuo (autoantigenos) se eliminan 

especificamente. Sin embargo, algunas celulas T autorreactivas escapan del proceso de eliminaciOn y pueden iniciar 

una respuesta inmunitaria que da como resultado una enfermedad autoinmunitaria. 

20 La modulacion de la actividad de celulas T sigue siendo un objetivo terapeutico significativo en enfermedades con 

celulas T inmunopatologicas. El destino de los linfocitos T tras la estimulaciOn de receptor de celulas T (TCR) est& 

guiado por la integraciOn de entradas de receptores inhibidores y coestimulantes. Los ligandos coestimulantes en 

celulas presentadoras de antigenos (APC) desencadenan moleculas de receptor especifico en celulas T, con 

potenciaci6n resultante de proliferaciOn de cdlulas T, secreciOn de citocinas y diferenciacion. En cambio, la uniOn de 

25 moleculas de ligando inhibidor a contrarreceptores especificos en linfocitos T disminuye el funcionamiento efector 

induciendo falta de respuesta de cdlulas T o muerte celular programada (PCD) (tambien denominada apoptosis). Los 

experimentos que demuestran una actividad inhibidora aumentada en presencia de bloqueo de coestimulantes 

sugieren interacciones en la ruta de receptores inhibidores y coestimulantes. 

La proteina 4 asociada a linfocito T citotoxico (CTLA-4 (CD 152)) es una molecula de receptor inhibidor que se 

30 expresa sobre la superficie de linfocitos T activados. Tras el acoplamiento con los ligandos B7-1 (CD80) y/o B7-2 

(CD86) residentes en APC, el contrarreceptor CTLA-4, por medio de fosfatasa SHP-2 asociada, inhibe la activacion 

de celulas T. En celulas T activadas, CTLA-4 existe como complejos de glicoproteina homodimerica unida con 

enlaces disulfuro. Una proteina quimerica recombinante, soluble, CTLA-4:inmunoglobulina G (CTLA-4:Ig), demuestra 

funciOn inhibidora bloqueando de manera competitiva la uniOn de la molecula CD80/CD86 al aceptor CD28 de 

35 activacion sobre las superficies de celulas T. CTLA-4:Ig tambiOn muestra actividad inmunosupresora en modelos 

animales de rechazo de injerto y enfermedad autoinmunitaria bloqueando la coestimulacion de colulas T mediante 

CD28. Ademds, la sefializaciOn de la supervivencia de celulas T intracelular mediante CD28 se antagoniza mediante 

tratamiento de APC con CTLA-4:1g, lo que puede aumentar la susceptibilidad a PCD dependiente de Fas. La accion 

de CTIA-4, asi como proteinas de fusion CTLA-4:Ig, se comentan en las patentes estadounidenses n.°s 5.885.776; 

40 5.885.579; 5.851.795 y 5.968.510. 

La apoptosis (o PCD) es una forma diferenciada de muerte celular que es esencial para la regulaciOn de la 

homeostasis celular. En el sistema inmunitario, el receptor Fas (CD95) y su ligando, FasL (CD95L), participan en 

diversos procesos implicados en la induccion de apoptosis, incluyendo citotoxicidad mediada por cdlulas 

inmunitarias, y en la regulaciOn de respuestas inmunitarias celulares. FasL es un miembro de la superfamilia de 

45 factor de necrosis tumoral y se expresa por un subconjunto limitado de cdlulas inmunitarias, incluyendo monocitos, 

celulas NK y cdlulas B y T activadas. Sobre la superficie celular, FasL esta orientado como una proteina de 

membrana de tipo II dentro de complejos trimericos. La escision mediante metaloproteinasa de FasL asociado a la 

membrana libera trimeros de FasL soluble (sFasL) de la membrana. La molecula de FasL desencadena la PCD 

dependiente de Fas. 

50 La valencia de una moldcula o complejo molecular puede aumentarse mediante asociaciOn con la superficie celular. 

Diferentes secuencias codificantes de moleculas de sFasL recombinantes afectan a la agregaciOn macromolecular y, 

a su vez, afectan a la funciOn proapopt6tica de sFasL. En particular, una moldcula de sFasL procesada de manera 

natural forma trimeros e induce escasamente la apoptosis. En cambio, un polipeptido de sFasL de dominio 

extracelular de longitud completa recombinante forma agregados de orden superior y presenta una actividad 

55 apoptotica sumamente potente. Ademds, los complejos de sFasL producidos mediante expresion recombinante en 

celulas 293 humanas requieren reticulacion para la lisis de celulas sensibles a Fas. 

La patente estadounidense n.° 5.830.469 da a conocer anticuerpos monoclonales y proteinas de uni6n que se unen 

especificamente a antigen° Fas humano; se notifica que algunos de los antigenos y anticuerpos estimulan la 
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proliferaciOn de cdlulas T, inhiben la lisis de cdlulas mediada por anticuerpo monoclonal CH-11 anti-Fas y bloquean 

la lisis de celulas mediada por ligando de Fas. TambiOn se dan a conocer proteinas de fusion Fas-Fc. 

Las patentes estadounidenses n.0s 5.242.687; 5.601.828 y 5.623.056 dan a conocer diversas proteinas de fusiOn que 

contienen un componente de CD8 que se une a una cdlula pero no enmascara una serial producida por la celula. 

5 La patente estadounidense n.° 5.359.046 da a conocer proteinas quimericas compuestas por un dominio extracelular 

que puede unirse a un ligando de una manera no limitada por el MHC, un dominio transmembrana y un dominio 

citoplasmdtico que puede activar una ruta de sefializacion. Se da a conocer una tecnologia similar en la patente 

estadounidense n.° 5.686.281. 

Aunque la tecnica describe metodos de transferir moldculas inmunorreguladoras a cdlulas, asi como diversas 

10 proteinas quimericas, nada en la tecnica enseria el uso de proteinas que combinan las dos caracteristicas de las 

presentes proteinas quimericas. Mds especificamente, ninguna proteina quimerica notificada en la tecnica se ha 

diseriado para funcionar como proteina de bloqueo y como proteina de serializaciOn. De hecho, nada en la tecnica 

enseria o incluso sugiere tat resultado, o que tat resultado sea deseable. Estas proteinas tienen aplicacion 

significativa en el tratamiento de trastornos del sistema inmunitario y otras enfermedades. 

15 Sumario de la invencidon 

La presente invencion proporciona proteinas quimericas novedosas que incorporan, gracias a sus elementos 

proteicos componentes, tres caracteristicas unicas: la capacidad de unirse a la superficie de una primera cdlula; la 

capacidad de provocar una disminuciOn en una serial trans normal de la primera celula; y la capacidad de enviar una 

serial trans diferente a una segunda celula. La union a la primera celula sirve para localizar la proteina quimerica en 

20 la celula. La proteina quimerica puede diseriarse para interferir con o "bloquear senates trans normalmente 

enviadas por la molecula de "anclaje" en la primera celula. Ademds, la proteina quimerica puede diseriarse para 

enviar su propia sefial trans a una segunda celula. Por tanto, la misma proteina quimerica puede servir para 

bloquear o enmascarar o de otro modo interferir con un tipo de sefial at tiempo que confiere un segundo tipo de 

serial. Las presentes proteinas quimericas pueden incorporar otras caracteristicas utiles, tales como etiqueta de 

25 epitopos y/u otros elementos proteicos o no proteicos que confieren propiedades biolOgicas o ventajas terapeuticas 

adicionales, tales como semivida de proteina recombinante aumentada in vivo, facilidad de purificacion mediante 

cromatografia de afinidad u otros metodos bioquimicos, y facilidad de detecci6n de proteinas ex vivo e in vivo 

mediante elementos basados en anticuerpos u otros elementos de union. Las proteinas quimericas de la presente 

invenciOn pueden configurarse de numerosas maneras para lograr las capacidades deseadas. Por ejemplo, el uso 

30 de una segunda proteina inhibidora hace que las presentes proteinas sean adecuadas para su uso en el tratamiento 

de trastornos del sistema inmunitario, tales como enfermedades autoinmunitarias y aloinmunitarias, mientras que el 

uso de un elemento de serializaciOn trans estimulante dentro del segundo componente de proteina hace que las 

presentes proteinas quimericas sean adecuadas para el tratamiento de enfermedades en las que se necesita 

estimulaciOn de cdlulas inmunitarias, tales como cancer y enfermedades infecciosas. 

35 La presente solicitud da a conocer adernas metodos para preparar las presentes proteinas quimericas, y usos de 

estas proteinas en el estudio y el tratamiento de enfermedades autoinmunitarias y aloinmunitarias. Tambien se dan a 

conocer otros usos para estudiar y tratar enfermedades auto y aloinmunitarias. Hay realizaciones tanto in vivo como 

in vitro. 

Por tanto un aspecto de la invencion es proporcionar proteinas quimericas novedosas que tienen la doble capacidad 

40 tanto de bloquear una serial como de enviar otra. 

Otro aspecto de la presente invencion es proporcionar proteinas quimericas para el estudio y el tratamiento de 

trastornos y enfermedades autoinmunitarias y aloinmunitarias, y el estudio y el tratamiento de cancer y 

enfermedades infecciosas. 

Estos y otros aspectos de la invenciOn resultardn evidentes a partir de la siguiente descripcion y las reivindicaciones 

45 adjuntas.  

Breve descripcion de los dibujos 

La figura 1 (A-D) demuestra la actividad citot6xica de CTLA-4•FasL, la potenciaciOn de la actividad de CTLA-4•FasL 

mediante adiciOn de celulas que expresan CD80/CD86, la dependencia de la actividad inhibidora de CTLA-4.FasL 

del componente FasL de la proteina quimerica, y la falta de requisito de CTLA-4-FasL por reticulaciOn de anticuerpo 

50 (al contrario que B2M.FasL), determinado segun el ejemplo 1. 

La figura 2 (A-C) demuestra que las cdlulas tratadas previamente con CTLA-4.FasL adquieren la capacidad de 

desencadenar citotoxicidad de celulas sensibles a Fas, de una manera dependiente del contacto celular, 

determinado segun el ejemplo 2. 

La figura 3 (A-C) demuestra la inhibici6n dependiente de la dosis de la proliferacion de colulas mononucleares de 

55 sangre periferica humanas, en respuesta a la estimulacion con anticuerpos anti-CD3, mediante CTLA-4-FasL, 
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determinado segun el ejemplo 3. 

La figura 4 demuestra la capacidad de CTLA-4•FasL para inhibir una respuesta proliferativa especifica de antigen° 

frente a antigen° del tetanos, determinado segun el ejemplo 4. 

La figura 5 demuestra la capacidad de CTLA-4.FasL para inhibir respuestas proliferativas especificas frente a 

5 aloantigeno en cocultivo de linfocitos mixtos primarios y secundarios, determinado segun el ejemplo 5. 

La figura 6 demuestra la capacidad de CTLA-4.FasL para inhibir la proliferacion de esplenocitos Balb/c en respuesta 

a la estimulacion con anticuerpos anti-CD3, determinado segLin el ejemplo 6. 

La figura 7 demuestra la inhibiciOn de la proliferacion de PBMC en respuesta a la estimulaciOn con anticuerpos anti-

CD3 mediante CTLA- 4.TRAIL y CD27.TRAIL, determinado segun el ejemplo 7. 

10 Descripcion detallada de la invencion 

La presente invencion se refiere a una proteina quimerica tal como se define en la reivindicaciOn 1, que comprende 

una primera proteina que se une a una primera cdlula, y mediante esta uniOn interfiere funcionalmente con una sena' 

que emana de esta cdlula, y una segunda proteina que envia una serial diferente a una segunda celula. La 

"interferencia" es una disminuci6n en una serial trans normalmente transmitida por la primera celula. En una 

15 realizaci6n preferida, la primera proteina es una que bloquea directamente o enmascara una serial enviada por la 

primera celula, tambien denominada en el presente documento celula de "anclaje". Las presentes proteinas 

quimericas pueden unirse a la celula de anclaje de una manera cuantitativa. Es decir, la cantidad de proteina 

quimerica que se unird a las celulas de anclaje se evaluara midiendo la cantidad de proterna quimerica marcada con 

radiois6topo, o marcada de otro modo, unida a las cdlulas de anclaje. La cantidad maxima de proteina quimerica que 

20 se une a cdlulas de anclaje estard dictada por la cantidad de la proteina u otra molecula que reside en las celulas de 

anclaje a las que se une la proteina quimerica. 

La primera proteina puede seleccionarse para dirigirse a un tipo o poblaciOn particular de celulas de anclaje. De 

manera similar, la segunda proteina puede seleccionarse para dirigirse a un tipo o poblaciOn particular de cdlulas 

que reciben una serial trans de la proteina. Puede seleccionarse como diana una variedad de moldculas de 

25 superficie en las cdlulas primera y segunda incluyendo proteinas y glicolipidos. La flexibilidad y la utilidad de la 

presente invenciOn no surgen s6lo de la capacidad de las proteinas quimericas para dirigirse a una diversidad de 

tipos de celulas diferentes. Ya que el fenotipo molecular de la superficie de celulas individuales puede experimentar 

cambios con el tiempo, como consecuencia de cambios en su medio molecular y celular (que dictan transiciones en 

sus estados metabOlicos, proliferativos y/o de diferenciaci6n, por ejemplo), pueden diseriarse proteinas quimericas 

30 que se unen selectivamente a tipos de colulas primero (de anclaje) y segundo dados cuando presentan perfiles 

moleculares de superficie especificados. Por tanto, las proteinas quimericas de la presente invenciOn no sOlo pueden 

distinguir diferentes tipos de celulas, sino tambien el mismo tipo de celula en diferentes estados celulares, 

combinando asi selectividades temporal y espacial. 

Las presentes proteinas quimericas pueden configurarse de varias maneras para lograr una diversidad de criterios 

35 de valoraciOn funcionales, dependiendo de las necesidades y los deseos del usuario. Para ello, las proteinas 

quimericas pueden configurarse para contener mas de dos componentes de proteina. Por ejemplo, las proteinas 

pueden contener dos o mas componentes de sefializaciOn trans, en las que cada componente es el mismo o 

diferente, y/o pueden contener etiquetas de epitopos, y/u otros elementos proteicos o no proteicos que confieren 

propiedades especiales, tales como estabilidad aumentada, facilidad de purificacion mediante metodos de 

40 cromatografia de afinidad u otros metodos bioquimicos, facilidad de deteccion de proteinas ex vivo e in vivo 

mediante elementos basados en anticuerpos u otros elementos de union, capacidad de asociarse con otras 

moleculas mediante elementos tales como cremalleras de leucina, y capacidad de escisiOn con agentes tales como 

proteasas. Los componentes de proteina primero y segundo de las proteinas quimericas de la presente invenciOn 

pueden derivarse de proteinas de membrana o bien de tipo I o bien de tipo II, es decir, proteinas cuyos extremos 

45 amino-terminales estdn en los lados o bien extracelular o bien intracelular de la membrana celular. Adicionalmente, 

los componentes de proteina primero y segundo pueden derivarse de proteinas que son solubles de manera natural. 

Cualquier celula puede seleccionarse como diana como celula de anclaje y segunda celula que recibe la serial trans. 

De nuevo, las proteinas primera y segunda pueden configurarse para dirigirse al tipo de colula apropiado para el 

tratamiento de la enfermedad particular o para el objetivo particular deseado. For ejemplo, las combinaciones de 

50 primera cdlula/segunda cdlula pueden incluir colulas presentadoras de antigenos (APC)/celulas T, celulas T/colulas 

T, cdlulas T/cdlulas B, celulas endoteliales/celulas hematopoyeticas, celulas cancerosas/cdlulas cancerosas, cdlulas 

normales/celulas cancerosas, celulas cancerosas/colulas normales, etc. Se apreciard que esta lista es simplemente 

representativa y no es exhaustiva de todas las posibles combinaciones de primera cOlula/segunda cdlula. 

Puede usarse cualquier primera proteina adecuada segtIn la presente invenciOn, siempre que la proteina se una a la 

55 superficie de una celula, y mediante este acontecimiento de union conduzca a una disminucion en una serial trans 

particular que emana de la celula. Segun una realizaciOn de la presente invencion, la disminuci6n en la serial trans 

resulta del enmascaramiento directo, o "bloqueo competitivo", de los elementos estructurales proteicos dentro de la 

proteina de serializacion trans de la celula de anclaje que normalmente entran en contacto con el contrarreceptor en 
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la segunda celula, es decir, el sitio de contacto. Segun otras realizaciones de la presente invenciOn, la disminuci6n 

en la serial trans puede resultar de mecanismos indirectos. Esto incluye, pero no se limita a, una realizaciOn en la 

que la disminuciOn en la serial trans puede resultar de la "inhibiciOn alosterica" de la proteina que media la sena' 

trans normal, uniendose la primera proteina de la proteina quimerica a un sitio en la proteina de serializaciOn trans 

5 de la colula de anclaje que es distinto del sitio o los sitios que entran directamente en contacto con el contrarreceptor 

en la segunda celula. Dado que algunas moleculas de serializaciOn trans naturales son realmente complejos 

multimoleculares, la primera proteina de la proteina quimerica de la presente invenciOn puede unirse a una proteina 

u otro componente molecular del complejo multimolecular, y mediante esta uniOn interferir con la serializaciOn trans 

de otro componente molecular del complejo, en otra realizacion de la presente invenciOn. En aun otra realizaciOn, la 

10 primera proteina de la proteina quimerica de la presente invenciOn puede desencadenar una ruta de serializaciOn 

intracelular dentro de la celula de anclaje que da como resultado la disminucion de la serial trans. Por tanto, una 

caracteristica unica de la primera proteina de la proteina quimerica de la presente invenciOn es que disminuye o 

elimina una serial trans natural mediante uno cualquiera de varios mecanismos directos y/o indirectos, incluyendo los 

ejemplos el bloqueo competitivo, inhibici6n alosterica, alteracion de complejos de seiializaciOn trans 

15 multimoleculares funcionales y modificacion funcional de la primera serial mediante seilalizaciOn intracelular. 

Las primeras proteinas pueden elegirse para provocar una disminucion en una cualquiera de varias seriales trans 

que surgen de una variedad de tipos de celulas o celulas en diferentes estados funcionales. En una realizaciOn, la 

primera proteina bloquea un coestimulante sobre la superficie de una APC. Los bloqueadores de coestimulantes 

preferidos incluyen las moleculas receptoras de coestimulantes CTIA-4, CD27 e ICOS. Se sabe que CTLA-4 se une 

20 a, y asi bloquea, los coestimulantes B7, incluyendo B7-1 (CD80) y B7-2 (CD86), de APC. CD27 se une al 

coestimulante CD70. ICOS se une al coestimulante B7-h. En otra realizacion, la primera proteina bloquea una 

molecula inhibidora sobre la superficie de una celula. Los bloqueadores preferidos de moleculas inhibidoras incluyen 

Fas y DcR3, un analog° de Fas soluble de manera natural, que puede interferir con la union del ligando de Fas 

inhibidor al receptor Fas en una segunda celula. 

25 La primera proteina no se limita a derivados solubles de contrarreceptores de superficie celular nativos para 

moleculas de serializacion trans. Tambien pueden usarse citocinas solubles como primera proteina en las presentes 

proteinas quimericas. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, factor de crecimiento tumoral beta (TGF-p), 

sustancia inhibidora mulleriana (MIS) y factor de crecimiento de hepatocitos (HGF). En este contexto, las citocinas 

no sOlo sirven para dirigir la proteina quimerica a la celula de anclaje apropiada (que Ileva el receptor de citocina 

30 relevante), sino que simultaneamente desencadenan una ruta de serializacion dentro de la celula de anclaje que 

altera su(s) estado(s) metabOlico, proliferativo y/o de diferenciaciOn, junto con su repertorio de sefializacion trans. 

For tanto, en una realizaciOn, la primera proteina se dirige a un receptor de citocina en una celula cancerosa. Los 

receptores de TGF-beta son dianas preferidas en colulas cancerosas, ya que estan presentes en una variedad de 

tipos de colulas cancerosas. En carcinomas de ovario, por ejemplo, los receptores de TGF-beta pueden 

35 desencadenar disminuciones en la proliferaciOn celular. ACin otra diana preferida son los receptores de factor de 

crecimiento de hepatocitos, que se encuentran en carcinomas de mama y de ovario, asi como gliomas malignos. 

El derivado de polipeptido monocatenario que comprende la regiOn Fv de una molecula de inmunoglobulina (scFv), 

por ejemplo de una molecula de inmunoglobulina IgG1, tambien puede usarse como primera proteina. Los ejemplos 

especificos de scFv incluyen unos con especificidades para receptores de citocinas y otros (por ejemplo, HER-

40 2/neu), antigen° carcinoembrionario (CEA), antigen° especifico de prOstata (PSA), CD33 y AIRM1. Los receptores 

de HER-2/neu son otra diana preferida en calulas cancerosas, ya que se encuentran en carcinomas epiteliales de 

mama y de ovario. CEA se expresa altamente en tumores gastrointestinales, incluyendo cancer de colon, y se le han 

atribuido propiedades inmunoinhibidoras. PSA se expresa altamente por la mayoria de los carcinomas de prostata 

epiteliales. CD33 y AIRM1 son miembros de la familia de sialoadhesina expresados en celulas de los linajes 

45 mielomonociticos. La ligacion de CD33 o AIRM1 en celulas de leucemia mieloide cr6nica con anticuerpos disminuye 

la supervivencia y la proliferacion celular. 

De manera similar, puede usarse cualquier segunda proteina adecuada, siempre que la proteina pueda enviar una 

seiial a una segunda celula, es decir una seiial trans, que es distinta de la serial trans alterada por el primer 

componente de proteina de la proteina quimerica. La segunda proteina puede ser una proteina que envia una serial 

50 inhibidora, una proteina que envia una serial activadora, o una proteina que altera una cualquiera de un gran 

numero de propiedades biologicas de la segunda celula, incluyendo su estado metabolic°, proliferativo o de 

diferenciaciOn. Un ejemplo preferido de una proteina inhibidora es el ligando de Fas (FasL). Se sabe quo FasL se 

une a, y de esa manera activa, receptores Fas en colulas T activadas. Otros ejemplos de proteinas inhibidoras son 

TRAIL, TWEAK, CAR, CD8, PP14, BAFFTTALL-1/THANK/BLys, PD-1 y RCAS1. Un ejemplo preferido de una 

55 proteina activadora es B7-1 (CD80), que puede usarse para suministrar seiiales trans activadoras a celulas T. Otros 

ejemplos de proteinas activadoras son B7-2 (CD86), B7-h, CD4OL (CD154), CD3OL, OX-40L (CD134L), 4-1 BBL 

(CD137L), CD70, ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3, LFA-3 (CD58), HSA (CD24), LIGHT, SLAM, linfotoxina y una cualquiera 

de un gran numero de quimiocinas bien conocidas. Ejemplos de factores de proteinas de diferenciacion son 

TRANCE, c-KitLJSCF, IL-3 y GM-CSF. Los ejemplos mencionados se extraen ampliamente de proteinas relevantes 

60 para los sistemas inmunitario y hematopoyetico, y por tanto solo representan un pequerio subconjunto de las 

proteinas a las que puede recurrirse como segundas proteinas dentro de las proteinas quimericas de la presente 

invenciOn. 
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Una proteina quimerica preferida de la presente invenciOn es CTLA-4-FasL. La quimerizaciOn genetica de CTLA-4 

con secuencias de FasL y la expresion recombinante da como resultado "proteinas conversoras de serial trans" 

CTLA-4.FasL quimericas que demuestran caracteristicas estructurales y funcionales que pueden atribuirse tanto a 

CTLA-4 como a FasL. La comparaciOn de la potencia de polipeptidos de FasL quimericos solubles y asociados con 

5 cOlulas revela un aumento significativo de la funcion tras la asociaciOn con la superficie celular. Las celulas 

previamente tratadas con CTLA-4.FasL adquieren la competencia para mediar la funciOn efectora dependiente de 

Fas. La funciOn de celulas T patogenas puede eliminarse usando proteinas quimericas CTLA-4.FasL para 

simulteneamente bloquear la coestimulacion por B7 de celulas T mediante APC, interfiriendo asi con una ruta de 

activaciOn y supervivencia celular principal, y desencadenar la serialized& mediada por Fas en celulas T, dando 

10 como resultado muerte celular programada en algunos casos. Por tanto, CTLA-4.FasL proporciona un medio para 

expresar FasL mediante suministro ex6geno y para recubrir selectivamente celulas que expresan CD80 o CD86 

dentro de una poblaciOn de celulas mixtas. Adernas, el ejemplo particular de CTLA-4.FasL demuestra que los 

derivados funcionales de proteinas de membrana de tipo II (en este caso FasL) estan especialmente bien 

adecuados para las proteinas quimericas de la presente invencion. 

15 Las presentes proteinas pueden existir de numerosas formas. Por ejemplo, las presentes proteinas pueden estar en 

forma de un polipeptido lineal o ramificado. Pueden producirse proteinas quimericas lineales mediante tecnologia de 

ADN recombinante. Por ejemplo, pueden ensamblarse casetes de transcripcion quimericos usando solapamiento de 

sitio de endonucleasa de restriccion o las metodologias de cone y empalme mediante extensiOn de solapamiento 

basado en reacciOn en cadena de la polimerasa (PCR) (Horton, et al. , Gene, 77:61-68 (1989)). Se incluyen 

20 metodologias especificas en los siguientes ejemplos. 

Pueden producirse facilmente proteinas quimericas polipeptidicas ramificadas mediante tecnologia de peptido 

sintetico ensamblado por molde (TASP) (Mutter, Trends Biochem. Sci. 13:260-265 (1988)). Mediante este proceso, 

las unidades peptidicas se sintetizan por separado y se acoplan covalentemente en un portador multifuncional, tal 

como un peptido central, usando reactivos de acoplamiento quimico. Por ejemplo, puede usarse como peptido 

25 central un analog° decapeptidico ciclico de gramicidina S, en el quo dos segmentos de lamina beta antiparalelos 

(lys-ala-lys) ester' unidos mediante dos giros beta. Pueden usarse estrategias de condensaciOn de segmentos para 

fijar las proteinas primera y segunda a los grupos epsilon-amino de las 4 cadenas laterales de lisina. 

Las presentes proteinas tambien pueden existir como dos o mas proteinas separadas unidas entre si mediante un 

puente, tal como un enlace quimico. Por ejemplo, dos o mas componentes de proteina pueden unirse de manera 

30 covalente directamente entre si en estructuras ramificadas usando reactivos de reticulaciOn quimica tales como ditio-
bis(proprionato de succinimidilo) (DSP). Mediante esta metodologia, por ejemplo, las proteinas primera y segunda 

pueden unirse directamente. Las proteinas quimericas polipeptidicas ramificadas, al contrario quo lineales, ester' 

particularmente bien adecuadas para interacciones de afinidad inferior, tales como la uniOn de LFA-1 a ICAM-1, 2 y 

3. Ademds, pueden aplicarse mezclas de proteinas de serialized& trans simultaneamente cuando se incorporan en 

35 un complejo polipeptidico ramificado. En principio, se espera quo los efectos sinergicos generados por dos o mas 

componentes de serialized& trans aumenten la potencia global del complejo en algunos casos. 

Las presentes proteinas quimericas, tal como se indico anteriormente, tambien pueden contener uno o mas de 

muchos otros componentes que potenciaran la utilidad de las presentes proteinas quimericas, particularmente en las 

areas de estudio inmunolOgico, modelos animales, de diagnostico y de terapia. Por ejemplo, las proteinas pueden 

40 diseiiarse para contener una etiqueta de epitopo. Una etiqueta de epitopo sera particularmente CAI en el entomb de 

laboratorio para facilitar la purificaciOn de las presentes proteinas, para realizar un seguimiento de la ubicaci6n de 

las proteinas en celulas o dentro de poblaciones de celulas y/o para potenciar la actividad biolOgica de la proteina. 

Por ejemplo, la secuencia primaria de las proteinas o bien primera o bien segunda puede alterarse mediante 

estrategias de ingenieria genetica para incorporar una etiqueta de epitopo y asi facilitar el aislamiento bioquimico de 

45 las diversas proteinas. Una alteracion particularmente Citil es la inserciOn de dos o mas residuos de histidina vecinos. 

Esta inserci6n puede ser en el extremo amino-terminal o carboxilo-terminal del peptido. La etiqueta de epitopo de 

polihistidina tambien puede insertarse en el peptido ligador para las proteinas quimericas polipeptidicas lineales 

descritas anteriormente; para polipeptidos ramificados las histidinas pueden insertarse en el peptido central. La 

inserciOn de residuos de histidina puede lograrse facilmente mediante la metodologia de cone y empalme mediante 

50 extension de solapamiento, incorporando codones de triplete CAT y CAC quo codifican para histidina en los 

cebadores de PCR en ubicaciones adecuadas en la secuencia codificante. Las proteinas modificadas con histidina 

pueden aislarse eficaz y cuantitativemente mediante el metodo de cromatografia en niquel-sefarosa. La interacciOn 

histidina-niquel se basa en la protonaciOn, y por tanto esta interacciOn puede invertirse, para fines de eluciOn de 

peptidos, mediante un simple desplazamiento de pH. Tambien pueden realizarse otras modificaciones de secuencia 

55 primaria, tales como la inserciOn de aminoacidos reactivos para reactivos de acoplamiento quimico especificos. 

Alternativamente, pueden emplearse estrategias de aislamiento bioquimico mas convencionales, incluyendo las 

basadas en inmunoafinidad. Otros ejemplos incluyen el epitopo Flag, quo permite la reticulacion de proteines, 

secuencias de marcador y secuencias de visualizaciOn. Por ejemplo, pueden incorporarse cremalleras de leucina en 

las proteinas con el fin de estabilizar complejos dimericos o trimericos. 

60 La presente solicitud tambien da a conocer tratar a un paciente por una enfermedad quo comprende administrar al 

paciente una cantidad eficaz de las proteinas quimericas de la presente invencion. "Paciente" se refiere a miembros 

del reino animal, incluyendo, pero sin limitarse a, sores humanos. Con respecto a proteinas quimericas 
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inmunomoduladoras, los tratamientos pueden aplicarse generalmente a pacientes que pueden montar al menos una 

minima respuesta inmunitaria. Diversas enfermedades pueden tratarse segun la presente descripciOn, incluyendo, 

pero sin limitarse a, cancer, tal como carcinoma de ovario, carcinoma de mama, carcinoma de colon, glioblastoma 

multiforme, carcinoma de prostata y leucemia; infecciones virales, tales como infecciones virales crOnicas por VHB, 

5 VHCV VLTH-1, VLTH-II, VEB, VHS-I, VHS-II, y VHSK; y enfermedades autoinmunitarias y aloinmunitarias, tales 

como artritis, asma, enfermedad de injerto contra hudsped, rechazo de organ°, psoriasis, lupus eritematoso 

sistemico, alergia at6pica, enfermedad inflamatoria del intestino, esclerosis multiple, dermatitis alergica, sindrome de 

Sjogren, esclerosis sistemica progresiva, tiroiditis autoinmunitaria, diabetes autoinmunitaria, enfermedades hepaticas 

autoinmunitarias y sindromes mielodispldsicos de medula Osea. "Enfermedad" se refiere a cualquier estado 

10 canceroso, viral, autoinmunitario o aloinmunitario. 

Las proteinas particulares primera y segunda usadas variaran dependiendo de la enfermedad que esta tratandose. 

Normalmente, por ejemplo, cuando se trata cancer o infecciones virales, se usaran segundas proteinas que 

estimulan respuestas de cdlulas inmunitarias. Cuando se tratan trastornos del sistema inmunitario en los que existen 

respuestas inmunitarias patogenas, se usard una segunda proteina inhibidora. Por tanto, para cancer y 

15 enfermedades virales, se usaran proteinas quimericas que normalmente convierten seriales de transactivacion 

inmunitarias de inhibidoras en activadoras. En el caso de tumores sOlidos, las celulas tumorales dentro del !echo 

tumoral se convertiran por tanto en "cdlulas tumorales inmunogenicas" que pueden funcionar como celulas de 

vacuna contra el cancer generadas in situ. El segundo componente de proteina activador inmunitario en este 

contexto puede dirigirse a diferentes efectores inmunitarios antitumorales, incluyendo celulas T (tales como celulas T 

20 cooperadoras y celulas T citotOxicas), celulas asesinas naturales y cdlulas dendriticas (que pueden funcionar como 

celulas presentadoras de antigen° en espera para reprocesar y presentar antigenos tumorales). En cambio, para 

enfermedades autoinmunitarias y aloinmunitarias, se recurrird a proteinas quimericas que normalmente convierten 

seiiales trans inmunitarias de activadoras en inhibidoras. En este entorno, el segundo componente de proteina 

inhibidor inmunitario puede dirigirse a diferentes efectores inmunitarios pat6genos, incluyendo cdlulas T, cdlulas B, 

25 celulas asesinas naturales y celulas presentadoras de antigen°. 

Las proteinas quimericas de la presente invenciOn pueden usarse para aplicaciones terapeuticas que van mucho 

mds alla de la inmunomodulaciOn en si misma. Por ejemplo, pueden usarse proteinas quimericas que modifican la 

sefializaciOn entre cdlulas endoteliales y plaquetas para el tratamiento de trastornos trombOticos; entre cdlulas del 

estroma de medula Osea/otros elementos de medula y progenitores hematopoyeticos, para el tratamiento de 

30 trastornos hematopoyeticos tales como sindromes mielodispldsicos de medula Osea; entre cdlulas tumorales de un 

tumor dado, para la induccion de inhibiciOn proliferativa y/o muerte celular en estas celulas tumorales y similares. 

Normalmente, para cada aplicacion de enfermedad, se generard una pequeiia "biblioteca" de proteinas quimericas 

candidatas y se evaluard comparativamente en modelos ex vivo e in vivo apropiados y bien establecidos para 

determinar toxicidades y eficacias relativas. Por ejemplo, en el caso de enfermedades autoinmunitarias, la colecciOn 

35 de proteinas quimericas (o "proteinas conversoras de serial trans") comprenderd aquellas con uno cualquiera de 

varios receptores de coestimulante (en forma soluble) unidos a uno cualquiera de varios inductores de apoptosis de 

colulas T. 

Aunque una realizaciOn preferida de la presente invenciOn implica usar una proteina quimerica terapOutica para 

tratar a un paciente que necesita dicha proteina, una modalidad de tratamiento alternativa implica usar una 

40 secuencia genetica quo codifica para la proteina quimerica terapeutica de la presente invencion. "Secuencia 

gendtica" se refiere a un polinucledtido que comprende la secuencia codificante para una proteina definida y 

secuencias reguladoras y otras no codificantes asociadas. Secuencias geneticas en forma de clones de ADNc estan 

comercialmente disponibles para una amplia variedad de genes. Ademds, para los clones de ADNc que no est& 

facilmente accesibles a partir de fuentes comerciales y otras, puede usarse el conocimiento de sus secuencias 

45 nucleotidicas para reproducir facilmente sus ADNc por medio del metodo de reacci6n en cadena de la polimerasa 

con transcriptasa inversa, incorporando las secuencias genicas relevantes en los cebadores. Este enfoque de 

terapia genica es especialmente bien adecuado para pacientes que requieren una administracion repetida del 

agente terapeutico, ya quo la secuencia genetica exogena puede incorporarse en las celulas del paciente quo 

entonces producirdn la proteina de manera endogena. 

50 En la tecnica se conoce bien una amplia variedad de metodos para administrar genes terapeuticos a pacientes. 

Estos mdtodos abarcan una gran cantidad de vectores para suministrar genes terapOuticos, una gran cantidad de 

elementos reguladores de la transcripciOn y la traducci6n quo pueden aiiadirse al gen de interes, mdtodos para 

producir y usar esos vectores, metodos para administrar genes y vectores a pacientes, y mOtodos para monitorizar la 

toxicidad y eficacia del gen terapoutico. Una realizaciOn preferida implica usar una secuencia genetica que codifica 

55 para una proteina quimerica de la presente invenciOn para su inyecciOn intramuscular. Una vez incorporada en las 

celulas del miisculo del paciente, la proteina codificada se produce y se secreta de manera sistemica. El uso de 

terapia genica intramuscular de esta manera para el tratamiento de la autoinmunidad se describe en Chang, J. Gene 

Medicine, 1:415-423 (1999) y Piccirillo, J. Immunology, 161:3950-3956 (1998). Una realizaciOn alternativa implica 

usar una secuencia genetica quo codifica para una proteina quimerica para su inyeccion local directamente en un 

60 sitio con enfermedad, por ejemplo, un sitio inflamatorio, tal como una articulaciOn inflamada. Lubberts, j. 

Immunology, 163:4546-4556 (1999) ilustra la inyecciOn intraarticular directa de un gen terapeutico en una 

articulaciOn de rodilla con el fin de tratar artritis inducida por coldgeno en un animal experimental. De manera 

significativa, en la tecnica se conocen promotores inducibles para regular la expresiOn del gen transfectado, de modo 
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que pueden regularse los niveles de la proteina codificada. Los promotores inducibles que pueden regularse con 

farmacos administrados por via oral son especialmente Utiles en este context°. Las secuencias geneticas de la 

presente invenciOn pueden suministrarse a otros 6rganos, incluyendo higado, pulmOn y piel. Alternativamente, las 

secuencias geneticas pueden introducirse en celulas ex vivo mediante una cualquiera de varias modalidades de 

5 transfeccion, y estas celulas transfectadas son adecuadas para su administraci6n a un paciente como celulas 

terapeuticas, segun metodos bien conocidos en la tecnica. El uso de celulas transfectadas como celulas terapeuticas 

de esta manera para el tratamiento de osteoartritis experimental se describe en Pelletier, Arthritis and Rheumatism, 

40: 1012-1019 (1997), en el que se inyectaron celulas sinoviales transfectadas de vuelta en articulaciones con 

enfermedad. Esto tambien se ilustra por Yasuda, J. of Clinical Investigation, 102:1807-1814 (1998), quien describio 

10 el tratamiento de diabetes autoinmunitaria con celulas de islotes transfectadas. 

En aCin otra realizacion, puede lograrse una disminuci6n en una sefial trans procedente de una primera celula (de 

anclaje) y conferir una serial trans diferente a una segunda celula usando una combinaciOn de dos o mas proteinas  
quimericas o no quimericas que funcionan en unison°. En una realizacion preferida, una primera proteina quimerica  

se une a la primera celula, y al hacerlo, causa una disminucion en una primera serial trans procedente de la celula.
 

15 Una segunda proteina quimerica se une a la primera proteina quimerica, y, una vez unida a la primera proteina 

quimerica en la primera celula, confiere la capacidad de enviar una sefial trans diferente a una segunda celula. En 

esta realizaciOn, la primera proteina quimerica sirve como "baliza" que atrae a la segunda proteina quimerica a una  

celula particular. La primera proteina quimerica esta compuesta por al menos dos restos funcionales, uno que ancla  
 

dicha proteina a la primera celula (y causa una disminuci6n en una primera sefial trans), y el otro que proporciona un
 

 •  

20 sitio al que puede unirse la segunda proteina quimerica de una manera especifica. La segunda proteina quimerica 

tambien esta compuesta por al menos dos restos funcionales, uno que dirige dicha segunda proteina quimerica a la 

primera proteina quimerica anclada a la superficie celular, y el otro que puede enviar una segunda serial trans a otra  
 

celula. •  
 

Las proteinas quimericas primera y segunda son adecuadas para su administracion a un paciente de manera   
25 simultanea (por ejemplo, como conjugado molecular o como componentes inyectados por separado) o secuencial, 

 
una cada vez. Debe resultar evidente que los componentes funcionales criticos de las proteinas quimericas primera 

y segunda pueden seleccionarse de los detallados para los componentes de proteina primero y segundo de la  
 

proteina quimerica comentada anteriormente. Los componentes adicionales de cada una de las proteinas  

quimericas son unidades de reconocimiento emparejadas que unen las proteinas quimericas primera y segunda. 

30 Tales unidades de reconocimiento pueden extraerse de un conjunto divers° de unidades de reconocimiento 
 

emparejadas bien conocidas en la tecnica, por ejemplo, una etiqueta de epitopo y un scFv con especificidad por la  

etiqueta, cremalleras de leucina de auto-asociamiento, y similares.
 

 
 

En aun otra realizaciOn, las dos funciones de causar una disminuciOn en una primera serial trans y proporcionar una  

segunda serial trans se logran usando dos o mas proteinas diferenciadas que no interaccionan directamente entre  
 

35 si, sino que mas bien se unen cada una independientemente a la primera celula. Al menos una de las proteinas

tendra la capacidad de enmascarar o interferir de otro modo con una serial de la celula de anclaje, y al menos una  

de las proteinas tendra la capacidad de enviar una serial trans a una segunda celula. De nuevo, puede usarse  

cualquiera de los componentes de proteina primero y segundo comentados anteriormente como proteinas en esta 

realizaciOn. 

40 La presente invenciOn tambien se refiere por tanto a usos de las proteinas quimericas de la invenciOn en metodos 

terapeuticos que comprenden la administracion a un paciente de dos o mas componentes moleculares que juntos 

causan una disminuciOn en una primera serial trans de una primera celula y confieren una segunda sefial trans de 

dicha primera celula. "Componentes moleculares" se refiere tanto a proteinas quimericas como a proteinas no 

quimericas. Tal como se coment6 anteriormente, cuando los componentes moleculares son ambos proteinas 

45 quimericas, el primero se unird a la celula de anclaje y el segundo se unlit al primero. Cuando los componentes 

moleculares son proteinas no quimericas no se unen entre Si, sino que mas bien cada uno se une directamente a la 

colula de anclaje. 

A continuaciOn se proporcionan ejemplos de diversas proteinas quimericas y las enfermedades y sindromes clinicos 

tratados por cada proteina. Se entendera que esta lista no es exhaustiva, sino que mas bien es simplemente una 

50 pequena muestra de los tipos de proteinas quimericas y enfermedades que pueden tratarse usando las proteinas 

quimericas segun la presente invencion. 

Protefna quimenca Categorfa de enfermedad 

CTLA-4. FasL Enfe rmedades autoinmun itarias y aloi nmun itarias 

CTLA-4.TRAI L Enfe rmedades autoi nmun itarias y aloi nmun itarias 

CTLA-4.DNEAK Enfe rmedades autoi nmun itarias y aloi nmun itarias 

CD27 .TRA I L Enfe rmedades autoi nmun itarias y aloi nmun itarias 

CD27 .TWEAK Enfe rmedades autoi nmun itarias y aloi nmun ita rias 

ICOS .TRA I L Enfermedades autoi nmun itarias y aloi nmun ita rias 

ICOS .TWEAK Enfe rmedades autoi nmunitarias y aloi nmun ita rias 

Fas•c-k it S ind romes m ielodisplasicos de medu la osea 
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Fas-GM-CSF S ind romes mielodisplas icos de medu la °sea 

Fas . I L-3 S indromes m ie lodisplasicos de medu la osea 

DcR •c-kit S ind romes m ie lodisplesicos de medu la °sea 

DcR3.GM-CSF S ind romes m ie lodisplasicos de medu la Osea 

DcR3. I L-3 S ind romes m ie lodisplasicos de medu la osea 

TGF-0 . FasL Cancer mal igno ginecolOgico y otros 

TGF-13 .TRA I L Cancer mal igno ginecologico y otros 

M IS . l igando 4- 1 BB Cancer mal igno gen itouri na rio 

M IS . l igando OX-40 Cancer mal igno gen itouri nario 

M IS . l igando CD40 Cancer mal igno gen itouri nario 

M IS .CD70 Cancer mal igno gen itouri nario 

HGF. FasL Cancer mal igno de mama/sistema nervioso central 

HGETRAI L Cancer mal igno de mama/sistema nervioso central 

scFv(HER-2/neu) . l igando 44- 1 BB Cancer mal igno g i necolOgico y otros 

scFv(H ER-2/neu) . l igando OX-40 Cancer mal igno ginecologico y otros 

scFv(HER-2/neu) l igando CD40 Cancer mal igno g i necolOgico y otros 

scFv(H ER-2/neu) .CD70 Cancer mal igno gi necolOg ico y otros 

scFv(HER-2/neu) .TRANCE Cancer mal igno ginecolog ico y otros 

scFv(HER-2/neu) .TRA I L Cancer mal igno ginecolOg ico y otros 

scFv(HER-2/neu) . FasL Cancer mal igno ginecolog ico y otros 

scFv(HER-2/neu) .TVVEAK Cancer mal igno ginecolOg ico y otros 

scFv(CEA) . l igando 4- 1 BB Cancer mal igno gastroi ntestinal 

scFv(CEA) . l igando OX-40 Cancer mal igno gastroi ntestinal 

scFv(CEA) . l igando CD40 Cancer mal igno gastroi ntestinal 

scFv(CEA) .CD70 Cancer mal igno gastroi ntestinal 

scFv(CEA) .TRANCE Cancer mal igno gastroi ntestinal 

scFv(CEA) .TRAI L Cancer mal igno gastroi ntestinal 

sc Fv(CEA) . FasL Cancer mal igno gastroi ntestinal 

sc Fv(CEA) .TWEAK Cancer mal igno gastroi ntestinal 

sc Fv( PSA) . l igando 4-1 BB Cancer mal igno genitourinario 

scFv(PSA) . l igando OX-40 Cancer mal igno genitouri nario 

scFv(PSA) . l igando CD40 Cancer mal igno gen itouri nario 

scFv(PSA) .CD70 Cancer mal igno gen itouri nario 

scFv(PSA) .TRANCE Cancer mal igno gen itouri nario 

scFv(PSA) .TRA I L Cancer mal igno gen itouri nario 

scFv(PSA) . FasL Cancer mal igno gen itouri nario 

scFv(PSA) .TWEAK Cancer mal igno gen itouri nario 

scFv(CD33 o AIRM 1 ) . l igando 4- 1 BB Cancer mal igno hematolOg ico 

scFv(CD33 o AI RM 1 ) . l igando OX-40 Cancer mal igno hematolOg ico 

scFv(CD33 o AI RM 1 ) . l igando CD40 Cancer mal igno hematolOgico 

scFv(CD33 o AI RM 1 ) •CD70 Cancer mal igno hematolog ic° 

scFv(CD33 o Al RM 1 ) .TRANCE Cancer mal igno hematolOgico 

scFv(CD33 o Al RM1 ) .TRAI L Cancer mal igno hematolOg ico 

scFv(CD33 o A l RM 1 ) . FasL Cancer mal igno hematolOgico 

Tal como se Indic° anteriormente, debe usarse una cantidad eficaz de las presentes proteinas en el tratamiento de 

un paciente. De manera similar, la secuencia genetica que codifica para las presentes proteinas debe administrarse 

en una cantidad suficiente para generar una cantidad eficaz de la proterna. Tal como se usa en el presente 

documento, el termino "cantidad eficaz" se refiere a la cantidad de las proternas quimericas, suministradas en una o 

5 mas dosis, necesaria para provocar el resultado deseado en el paciente. Generalmente, el resultado deseado sera, 

por ejemplo, la estimulacion de una respuesta inmunitaria o supresion de una respuesta inmunitaria, dependiendo de 

la enfermedad que este tratandose. En el caso del tratamiento del cancer, por ejemplo, una cantidad eficaz sera la 

cantidad que protegera a un paciente frente a crecimiento tumoral o la reduccion, Si no la eliminaciOn, de tumores. 

En el caso del tratamiento de una enfermedad autoinmunitaria, aloinmunitaria o viral, una cantidad eficaz sera la 

10 cantidad que aliviard, si no eliminard, uno o mas sintomas de la enfermedad que esta tratandose. Por consiguiente, 

la "cantidad eficaz" puede ser una cantidad terapeuticamente eficaz, util para tratar a alguien ya afectado por la 

enfermedad, o puede ser una cantidad profilacticamente eficaz util para la prevencion, propagaciOn o recidiva de una 

enfermedad en un paciente. Se apreciard que la cantidad eficaz variard de un paciente a otro paciente dependiendo 

de factores tales como la enfermedad que esta tratandose, la gravedad de la enfermedad, el tamano del paciente 

15 que esta tratandose, la capacidad del paciente para montar una respuesta inmunitaria, y similares. La determinaciOn 

de una cantidad eficaz para un paciente dado esta dentro de las habilidades de un expert() en la tecnica. 

Normalmente, una cantidad eficaz se determinard evaluando la potencia en sistemas celulares ex vivo 

convencionales, seguido por una evaluacion in vivo preclinica y clinica y sera de entre aproximadamente 0,005 y 

0,5 mg/kg de peso corporal. 
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La administracion puede ser mediante cualquier medio conocido en la tecnica, tat como mediante inyecci6n. Las 

proteinas quimericas o no quimericas o una secuencia genica que codifica para las mismas tal como se describe en 

el presente documento pueden estar contenidas dentro de un vehiculo farmaceutico adecuado para su 

administraciOn segun los presentes metodos. "Vehiculo farmaceutico adecuado" incluye todos y cada uno de los 
5 disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifUngicos, agentes isotOnicos y de 

retraso de la absorci6n, y similares. El uso de tales medios y agentes para uso farmaceutico se conoce bien en la 

tecnica. La presente invenci6n contempla el uso de cualquiera de estos medios o agentes, excepto problemas de 

compatibilidad con las proteinas quimericas. Una solucion sauna es un vehiculo adecuado. 

Es especialmente ventajoso formular composiciones parenterales en forma de dosificaciOn unitaria para facilidad de 
10 administraciOn y uniformidad de la dosificaci6n. La forma de dosificaci6n unitaria tal como se usa en el presente 

documento se refiere a unidades fisicamente diferenciadas adecuadas como dosificaciones unitarias para los 

pacientes que estan tratandose, conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de proteina quimerica o una  
secuencia genica que codifica para la misma, o una cantidad eficaz de proteina quimerica o una secuencia genica

 
 

 
que codifica para la misma, para producir el efecto deseado en asociaciOn con el vehiculo farmaceutico. Las 

15 especificaciones para las formas de dosificaciOn unitarias de la invenciOn estan dictadas por, y dependen 

directamente de, la proteina quimerica particular y el efecto particular que debe lograrse por la proteina. 

La presente descripcion tambien se refiere a un metodo para producir un modelo animal para el estudio de la 

enfermedad dada a conocer en el presente documento. Por ejemplo, hay un conjunto creciente de modelos de 

enfermedad autoinmunitaria en animates que pueden usarse junto con las proteinas quimericas de la presente 
20 invenciOn. Estos modelos animales incluyen unos en los quo la autoinmunidad surge espontaneamente como 

resultado de mutaciones gen6ticas que surgieron espontaneamente (por ejemplo ratones NOD diabeticos) o se 

introdujeron mediante transgenesis, y otros modelos animates en los quo la autoinmunidad se induce artificialmente  

mediante la introducciOn de un agente patOgeno. 

Ejemplos 

25 Se pretende que los siguientes ejemplos ilustren la presente invenciOn y no deben interpretarse como limitativos de 

la invenciOn de ninguna manera. 

EJEMPLO 1  

Construcci6n de plasmidos y transfecciOn 

Se quimerizaron geneticamente dos dominios dirigidos con secuencias que codifican para FasL soluble: secuencia 
30 de dominio extracelular de CTLA-4 humana y microglobulina beta 2 humana (B2M). La quimerizaciOn de FasL con 

CTLA-4 dentro de CTLA-4.FasL permite la uni6n a moleculas B7-1/B7-2 (CD80/CD86) residentes en APC, ademas 

de la actividad proapoptotica de FasL. La proteina B2M.FasL soluble se desarrollo como control. Para la expresion 

de proteinas quimericas quo contienen sFasL, se construyeron plasmidos de expresion recombinantes y se 

seleccionaron limas celulares con expresi6n de colulas de ririOn embrionario 293 humanas transfectadas. 

35 Los ADNc para FasL humano se han descrito anteriormente por Takahashi (1994). Se adquirieron oligonucleOtidos 

sinteticos de Genosys, Inc. (The Woodlands, TX). Se diseriaron cebadores de ADN para sustituir el codOn de 

terminaci6n de B2M humana por un sitio de restricciOn de Hind III. Los cebadores de ADN para la generaci6n de una 

secuencia de B2M humana quo codificaba para los aminoacidos -20 a 99 de B2M fueron 5'- 

TTGGGGTACCATGTCTCGCTCCGTGGC-3' y 5'-AAAGGATCCAAGCTTTCCATGTCTCGATCCCACTT- 3'. Se 
40 realize) PCR con ADN polimerasa de Pfu segUn las especificaciones del fabricante (Stratagene, La Jolla, CA), 

usando pB2M/REP123 (proporcionado por H. Meyerson, University Hospitals of Cleveland) como molde de ADN. 

Tras la purificaciOn y restriccion enzimatica, se subclon6 el fragmento de ADN Kpn I-Hind III de 360 pb en los sitios 

respectivos del vector de expresiOn episomal pCEP913 (Invitrogen, LaJolla, CA), generando pB2MX/CEP9f3. Los 

cebadores de ADN quo permitieron la amplificaciOn de secuencias quo codificaban para los aminoacidos 127 a 281 
45 de FasL humano fueron 5'-ATCAAGCTTGGAGAAGCAAATAGGC-3' y 5'- 

TTTTGGATCCTTAGAGCTTATATAAGCCGAA-3'. Tras la purificaci6n y digestion enzimatica, se subclone) el 

fragmento de ADN Hind III-BamHI de 480 pb en los sitios respectivos de pB2MX/CEP913 y pCEP913, generando 

pB2M.FasUCEP913 y pXFasUCEP913, respectivamente. Se subclonaron los oligonucleotidos sinteticos parcialmente 

solapantes 5'-AGGITAGGTGGTGGTTCTGGTGGTGGITCTGACTACAAGGACGACGA-3' y 5'- 

50 AGCTACCTCCTCCAGATCCTCCTCCCTTGTCATCGTCGTCCTTGTAGT-3', junto con la etiqueta de epitopo Flag 

flanqueada por una secuencia ligadora (GGGS)2DYKDDDDK(GGGS)2, en el sitio Hind III de pB2M.FasUCEP913, 

proporcionando pB2M.Flag-FasUCEP913. Todos los constructos se confirmaron mediante secuenciaciOn. Se gener6 

pCTLA-4.FasUCEP913 sustituyendo las secuencias de fragmentos de relleno en pXFasUCEP913 por el insert° de 

Hind III que codifica para la secuencia de serial de oncostatina M y secuencias extracelulares de CTLA-4 humana 

55 movilizadas desde phCTLA-4:IgG1/REP7f3, segiin el metodo descrito por Brunschwig, (1995). Se generaron lineas 

celulares transfectantes mediante introduccion de plasmidos de expresiOn episomal en celulas 293 con Lipofectin 

(Life Technologies, Bethesda, MD). Se realize) la seleccion de limas celulares estables en medio D10 

complementado con G418 (Life Technologies, Bethesda, MD), 0,4 mg por ml, para limas celulares transfectantes 

que conten fan pCTLA-4.FasUCEP913, pB2M.Flag-FasUCEP913 o pB2M/REP1213. Se recogieron multiples colonias 
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individuales y se examinaron para seleccionar la expresion de polipeptido recombinante. Se cuantifico la secrecion 

de las proteinas que contenian sFasL recombinantes por las lineas celulares transfectantes mediante ELISA de 

FasL soluble comercial (MBL, Cambridge, MA) y oscilaba entre 100-1000 ng/ml. 

Cultivo celular 

5 Las lineas celulares obtenidas de la ATCC (Bethesda, MD) incluyeron lineas de celulas T humanas transformadas 

Jurkat, celulas de rition embrionario humanas 293, y celulas B transformadas con VEB Raji y Daudi. La linea de 

celulas B transformadas con VEB, JY, la proporcion6 Francis V. Chisari (Scripps Institute). Todas las celulas se 

mantuvieron en incubadoras humidificadas que proporcionaban CO2 al 5%. Se obtuvieron medios RPMI-1640 y 

DMEM con alto contenido en glucosa, antibioticos, glutamina y suero bovino fetal (FBS) de BioWhittaker (Bethesda, 

10 MD). Se cultivaron celulas Jurkat en RPMI-1640 complementado con penicilina 100 1.1.g/ml, estreptomicina 100 U/ml, 

glutamina 2 mM y FBS inactivado por calor al 10% (R10). Se cultivaron celulas 293 en DMEM complementado con 

penicilina/estreptomicina 100 gg/ml, glutamina 2 mM y FBS inactivado por calor al 10% (010). Se prepararon medios 

condicionados cultivando celulas durante 5-6 dias en medio CellGro Free que contenia penicilina/estreptomicina y L-

glutamina (Mediatech). Se eliminaron residuos celulares de sobrenadantes de cultivo celular mediante centrifugaciOn 

15 (6 minutos a 400 x g) seguido por filtraciOn a traves de filtros de jeringuilla esteriles de 22 micrometros. Se 

almacenaron sobrenadantes clarificados a 4°C durante dos meses sin perdida significativa de actividad. Se us6 un 

ELISA de sFasL comercial (MBL, Cambridge, MA) para cuantificar las proteinas que contenian sFasL en muestras. 

Inmunotransferencia de tipo Western y cromatografia de filtracion en gel 

Las moloculas tanto de FasL como de CTLA-4, en sus formas naturales, forman complejos multimericos. FasL  
20 natural existe como un homotrimero asociado de manera no covalente, y CTLA-4 existe como un homodimero unido  

 
con enlaces disulfuro. Para determinar si CTLA-4.FasL forma complejos multimericos, se realizaron experimentos de  
inmunotransferencia. Se prepararon muestras de sobrenadante de dos clones de lineas celulares transfectantes de  

 
CTLA-4.FasL en presencia o ausencia de agente reductor (2-mercaptoetanol), se sometieron a ebullicion y se 

 

 

 

 

 

 

 
sometieron a electroforesis en gel-SDS y se sometieron a inmunotransferencia usando antisuero especifico para

25 FasL. •  
 

 
 

Mds especificamente, sobrenadantes de cultivo celular clarificados se concentraron 15-30 veces con dispositivos de 

ultrafiltraciOn Centricon-10 (Amicon, Beverly, MA). Se aplicaron muestras concentradas de CTLA-4.FasL a una 

columna Superdex-200 previamente calibrada en 1 x PBS. Se recogieron fracciones de 0,5 ml y se analizaron
 

 
 

funcionalmente usando un ensayo de citotoxicidad. Se concentraron 50 veces fracciones que contenian moleculas  

30 de CTLA-4.FasL activas y despues se coincubaron con el agente de reticulacion quimico ditiobis[propionato de  
 

succinimidilo] (DSP, Pierce) a temperatura ambiente durante 30 minutos antes de extinguir con Tris 1 M, pH 7,5. Se  

prepararon muestras para andlisis de SOS-PAGE en tampOn de muestra de Laemmli con o sin 2-mercaptoetanol y  
 

se sometieron a ebulliciOn antes de cargarlas sobre geles de SDS-PAGE de acrilamida al 10%. Tras la  

electroforesis, se transfirieron los geles sobre membranas lmmobilon P (Millipore, Beverly, MA), se bloquearon con 

35 leche al 5°k/PBS y se analizaron con antisuero anti-FasL humano (anti-C20, Santa Cruz Biologicals). Tras un lavado

exhaustivo, se incubaron las inmunotransferencias con antisuero anti-conejo conjugado con peroxidasa del rabano 

(HRP) (BioRad, Richmond) y se revelaron con sustrato quimioluminiscente potenciado (New England Nuclear, 

Boston, MA) antes de la exposiciOn a una pelicula de rayos X. 

Se observaron una banda debil a -45 kDa y una banda mas fuerte a 70-90 kDa con las muestras derivadas de los 

40 clones de CTLA-4-FasL en ausencia de agente reductor. La adicion de agente reductor provoce• la desapariciOn de 

la especie molecular de 70-90 kDa y un aumento de la especie de -45 kDa. No se observe) inmunorreactividad de 

FasL significativa con la muestra de sobrenadante de celulas 293 de control. 

Para determinar la estequiometria molecular de complejos de CTLA-4.FasL, se reticularon proteinas en los medios 

condicionados con celulas transfectantes con el agente de reticulaciOn homobifuncional, reducible, DSP y se 

45 analizaron mediante inmunotransferencia usando antisuero especifico para FasL. Mas especificamente, se 

incubaron previamente muestras de sobrenadante que contenian CTLA-4.FasL a temperatura ambiente durante 30 

minutos con disolvente solo o DSP disuelto en DMSO. Se extinguieron las reacciones con Tris 1 M, pH 7,5; se 

procesaron las muestras para electroforesis en gel-SDS e inmunotransferencia tal como se describi6 anteriormente. 

La inmunodetecciOn de especies moleculares de CTLA-4.FasL de alto peso molecular de 90 kDa y -180-200 kDa 

50 aumentO tras la reticulacion con DSP. La reduccion parcial de complejos de CTLA-4.FasL reticulados revelO una 

banda de -45 kDa, ash como bandas que concordaban con complejos dimericos (-90 kDa) y complejos trimericos 

(-180-200 kDa). En experimentos de reticulacion quimica similares, tambien se mostre) que el monOmero de 

B2M.FasL de -40 kDa formaba complejos trim6ricos de -120 kDa. Tambien se realizo cromatografia de filtracion en 

gel como metodo independiente para medir el peso molecular de los complejos trimericos de CTLA-4.FasL. Las 

55 fracciones de los picos de columna, segun se determina mediante ensayo en fase sOlida, eluyeron a -180-220 kDa. 

La reticulacion quirnica de las fracciones de pico seguida por inmunotransferencia con anticuerpos anti-FasL 

tambien revel6 los complejos de CTLA-4.FasL de 90 kDa y 180-200 kDa. Los andlisis de reticulaciOn quimica y de 

filtraciOn en gel, tomados en conjunto, muestran que los complejos de CTLA-4.FasL contienen puentes disulfuro 

intermoleculares e indican una estequiometria molecular trimerica. 
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Citometria de flubo 

Se incubaron previamente las celulas con diversas diluciones de sobrenadantes de cultivo celular que contenfan o 

bien B2M.FasL o bien CTLA-4.FasL en hielo durante 30 minutos. Se sedimentaron las celulas y se lavaron dos 

veces con tampon FAGS (1 x PBS / BSA at 0,5°Adazida de sodio al 0,02%) y se incubaron en hielo durante 30-45 

5 minutos con 10 ilg por ml de anticuerpo primario. Se adquiri6 anticuerpo especffico para FasL humano (CD95L, don 

NOK-1) de Pharmingen (La Jolla, CA). Se use IgG1 de rater" (Dako) como control. Entonces se incubaron las celulas 

en hielo durante 30-45 minutos con F(ab')2 de cabra anti-IgG de ratan conjugado con FITC (Boerhinger Mannheim). 

Tras los lavados, se hicieron pasar las celulas marcadas con fluorescencia en un instrumento FACScan, y se 

seleccionaron poblaciones que exclulan yoduro de propidio pare su andlisis con el paquete de software LYSIS ll 

10 (Becton-Dickinson, Mountain View, CA). 

Ensayo de citotoxicidad pare determinar la actividad apopt6tica de las proteinas quimericas CTLA-4.FasL y  
B2M•FasL '   

 

Para determinar si las proteinas CTLA-4•FasL y B2M•FasL desemperian un funcionamiento agonista, se sometieron 

a prueba cultivos de celulas que contenlan proteina para determinar la induccien de apoptosis de celulas T Jurkat 

15 sensibles a Fas. Se midis:5 la apoptosis mediante un ensayo radiometric° de fragmentacien del ADN. 

Se realizaron ensayos por triplicado, tat como se determina por Matzinger (1991) con algunas modificaciones. Se 

marcaron celulas Jurkat en fase de crecimiento exponencial a 37°C durante de 4 a 5 horas con 3 microcurios de 3H-

timidina (ICN, Costa Mesa, CA) por ml de medio R10, se sedimentaron y se lavaron dos veces. Se resuspendieron 

las colulas a 2 x 105/ml, y se ariadieron 0,1 ml de esta suspension celular a cada pocillo. Se diluyeron sobrenadantes 

20 clarificados que contenian CTLA-4.FasL o B2M.FasL en R10, y se ariadieron 0,1 ml de estos sobrenadantes por 

pocillo a places de cultivo tisular de 96 pocillos de fondo redondo. Se ariadie el anticuerpo anti-Flag como agente de 

reticulacion a 0,5 microgramos por ml a las muestras indicadas. Se realize la incubaciOn previa de celulas con 

cantidades definidas de CTLA-4.FasL o B2M.FasL en hielo durante una hora, seguido por centrifugacion (6 minutos 

a 400 x g) y dos lavados con R10. Para ensayos de destrucci6n celula-celula, se ariadieron 104 celulas efectoras 

25 previamente tratadas por pocillo. Se incubaron los cultivos durante la noche a 37°C, y se recogi6 ADN radiomarcado 

sobre filtros de vidrio para el recuento por centelleo. En experimentos de bloqueo, se incubaron previamente 

anticuerpos o bien con celulas Jurkat (anti-Fas, clon ZB4, Coulter Immunotech) o bien con sobrenadantes que 

contenfan proteina quimerica (anti-FasL). Porcentaje de lisis especffica dependiente de Fas = 100 x {(liberacion 

espontanea - experimental) / (liberaciOn espontanea)). La destrucci6n maxima oscil6 entre el 40-70% dependiendo 

30 del ensayo. Las proteinas CTLA-4.FasL solubles muestran una citotoxicidad de baja potencia frente a celulas Jurkat, 

que se ve potenciada por la coincubacion con celulas Daudi positives para CD80/CD86 (figura 1A). Se titularon en 

pocillos sobrenadantes que contenian cantidades conocidas de proteinas CTLA-4.FasL, tal como se indica en el eje 

de las X de la figura 1A. La ausencia o presencia de celulas Daudi anadidas se indica mediante circulos blancos y 

cuadrados negros, respectivamente, en la figura 1A. Tat como puede observarse en la figura, CTLA-4-FasL muestra 

35 una destrucciOn dependiente de la dosis de celulas Jurkat de 1-100 ng/ml. 

La adicien de celulas B de linfoma de Daudi Burkitt, que expresan de manera constitutive niveles moderados de 

CD80 y altos niveles de CD86, redujo el Ilmite de deteccion de apoptosis hasta 0,1 ng/ml de CTLA-4.FasL, 

potenciando asi la actividad citot6xica de CTLA-4.FasL en aproximadamente 60 veces. Otras dos limas de celulas B 

transformadas con VEB, JY y Raji, con perfiles de expresion de CD80 y CD86 similares a las celulas Daudi, tambien 

40 potenciaron la citotoxicidad por molecules de CTLA-4.FasL, pero no B2M.FasL (datos no mostrados). Aumentando 

el numero de celulas Daudi arradidas con CTLA-4.FasL aumento la actividad citotoxica. Ademds, la titulaciOn del 

numero de colulas Daudi afiadidas a pocillos revel6 un aumento dependiente de la dosis en la muerte de celulas 

Jurkat (figura 1B). La razon de celulas Daudi afiadidas a celulas Jurkat se indica en el eje de las X; los simbolos que 

representan CTLA-4•FasL a 0,6 ng/ml (cuadrados negros) y B2M-FasL a 1 ng/ml (circulos negros), o medio solo 

45 (circulos blancos) se indican en la leyenda de la figura 1B. 

La inhibicion de la citotoxicidad de CTLA-4.FasL mediante anticuerpos monoclonales antagonistas de Fas y FasL se 

muestra en la figura 1C. Se incub6 previamente CTLA-4.FasL con anticuerpo especffico para FasL, anti-FasL (NOK-

1) o anticuerpo control de isotipo correspondiente (Leu2a), a 10 microgramos por ml durante 1 hora a 37°C, antes de 

la adici6n de celulas Jurkat radiomarcadas. Para el bloqueo de anticuerpo anti-Fas, se incub6 previamente el 

50 anticuerpo antagonista ZB4 con celulas Jurkat radiomarcadas antes del cocultivo en presencia de CTLA-4•FasL a 

2 ng/ml. Las barras gris, negra y sombreada representan anticuerpos anti-FasL, anti-Fas y control, respectivamente, 

representando la barra blanca ningun anticuerpo anadido. Tat como se muestra, la citotoxicidad mediada por CTLA-

4.FasL es sensible al bloqueo con anticuerpos monoclonales anti-FasL y anti-Fas, lo que concuerda con un requisito 

de FasL y Fas para la apoptosis de celulas Jurkat por esta proteina quimerica (figura 1C). 

55 B2M.FasL requiere reticulaciOn para la citolisis de celulas Jurkat, tat como se confirma en la figura 1D. Tat como se 

indica en el eje de las X, se Mule B2M.FasL en pocillos para la evaluaciOn de la citotoxicidad de celulas Jurkat. Tras 

16-20 horas a 37°C, se recogieron cultivos sobre filtros de fibra de vidrio para el recuento por centelleo y se calculo 

el porcentaje de lisis especffica, tat como se muestra en el eje de las Y. Las muestras incubadas en presencia de 

B2M.FasL mas anticuerpo anti-Flag, B2M.FasL riles celulas Daudi, o B2M.FasL sole se representan por los 

60 simbolos circulos negros, cuadrados blancos y cfrculos blancos, respectivamente. Las barras de error representan 1 
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desviaciOn estandar. Tal como se muestra, no se detecto destruccion significativa de celulas Jurkat con B2M•FasL 

sola a lo largo del intervalo de 0,1 a 100 ng/ml, excepto en presencia de un anticuerpo especifico marcado con 

epftopo de reticulaciOn. Por tanto, las celulas positivas para CD80/CD86 potencian la capacidad de las moleculas de 

CTLA-4.FasL para serializar mediante receptores Fas en trans en celulas Jurkat. 

5 EJEMPLO 2  

Papel del contacto entre celulas en la mediaci6n de la actividad efectora trans de CTLA-4.FasL 

Los derivados de polipeptido CTLA-4 solubles, tales como CTLA-4.Ig, se unen a celulas que expresan CD80 y/o 

C086. Para someter a prueba si la uni6n de moleculas de CTLA-4.FasL a celulas positivas para CD80/CD86 

potencia la apoptosis de colula Jurkat, se evalue la capacidad de CTLA-4.FasL para unirse a celulas Daudi y Jurkat. 

10 Se incubaron previamente celulas Daudi positivas para CD80/CD86 con sobenadantes celulares que contenfan  

CTLA-4.FasL y se procesaron para inmunofluorescencia indirecta y citometrfa de flujo usando un anticuerpo 

monoclonal especifico para FasL o un anticuerpo control de isotipo correspondiente. Mds especificamente, la
 

incubacien previa se realize a 0°C durante 30-45 minutos. Tras dos lavados, se incubaron celulas con anticuerpo 

anti-FasL (NOK-1, J) o anticuerpo control de isotipo correspondiente (control, E) a 10 mg/ml durante 30-45 minutos a 
15 37°C. Tras dos lavados, se incubaron las celulas con anticuerpo de cabra anti-IgG de rater) conjugado con FITC. 

Tras los lavados, se realize la adquisicien de datos en un citernetro de flujo FACScan y se analizaron los datos con  
software CELLQUEST. Se trazan las intensidades fluorescentes medias en el eje de las Y para cada concentracion  

 
de CTLA-4.FasL, tal como se indica en el eje de las X en la figura 2A. Se observaron aumentos dependientes de la 

dosis en FasL en la superficie celular tras el tratamiento previo con cantidades crecientes de CTLA-4•FasL (figura 
20 2A, panel superior) y se satur6 la tincien a -100 ng/ml. Un andlisis similar de la unien de CTLA-4.FasL a Fas en  

 
celulas Jurkat revel() aumentos dependientes de la dosis en epitopos de CTLA-4 de desde 30-300 ng/ml (figura 2A,  

 
panel inferior). Estos resultados concuerdan con las actividades de union dobles de CTLA-4.FasL; el resto CTLA-4  

 
se une a moleculas de CD80/CD86 y el dominio de FasL se une a receptores Fas. •  

 

 
Se incubaron previamente celulas Daudi con medio solo o CTLA-4.FasL a 37°C durante 1 hora. Tras tres lavados, se

25 contaron las celulas y se sembraron en placas en pocillos para un ensayo radiometric° de fragmentaciOn de ADN.  
 

Se trazan resultados de porcentaje de lisis especifica en el eje de las X. Cuando se sometieron a prueba en ensayos  
 

funcionales, las celulas Daudi previamente tratadas con CTLA-4.FasL indujeron PCD de celulas Jurkat dependiente 

de la dosis en comparaciOn con celulas Daudi no tratadas (figura 2B). La incubacien previa de celulas Daudi con 
 

B2M.FasL no dio como resultado citolisis de celulas Jurkat significativa (datos no mostrados). •  
 

 

30 Para determinar si se requeria contacto entre celulas para la funci6n efectora citolftica de celulas Daudi recubiertas  

con CTLA-4
 •
-FasL, se realizaron experimentos de separaciOn de membrana. Se incubaron previamente celulas Daudi  

con medio solo, B2M.FasL o CTLA-4.FasL en hielo durante 1 hora. Tras tres lavados, se contaron las celulas y se  
 

sembraron conjuntamente en placas 0,25 x 106 con 0,5 x 106 celulas Jurkat debajo de membranas semipermeables  

Transwell con un tamafio de poro de 3 micrOmetros en placas de 24 pocillos. Tambien se afiadieron 0,5 x 106 colulas  
35 Jurkat encima de las membranas. Tras 16 horas a 37°C, se recogieron las celulas y se procesaron para citometria 

de flujo. Se traza el porcentaje de acontecimientos negativos para PI, brillantes para CD3, brillantes para anexina V 

en comparaci6n con los acontecimientos totales negativos para PI, brillantes para CD3 en el eje de las X en la figura 

2C. Tras una incubacien de 20 horas, se monitorize la apoptosis de celulas Jurkat mediante deteccien por citometrfa 

de flujo de anexina V conjugada con fluorocromo unida. SOlo se observe PCD de colulas Jurkat significativa en 
40 presencia de celulas Daudi recubiertas con CTLA-4.FasL (figura 2C, panel inferior). La adicien de celulas Daudi 

previamente tratadas con CTLA-4.FasL debajo de la membrana no tuvo ningen efecto sobre las celulas Jurkat 

recogidas de la parte superior de la membrana, lo que concuerda con un requisito de contacto entre celulas (figura 

2C, panel superior). Tal como se esperaba, no se observe) ningen efecto sobre la apoptosis de celulas Jurkat con 

celulas Daudi control o celulas Daudi previamente tratadas con B2M.FasL. 

45 EJEMPLO 3  

Se someti6 a prueba CTLA-4•FasL para determinar la capacidad para inhibir la proliferaciOn policlonal de colulas T 

de sangre periferica humanas frente a anticuerpo mitogenico anti-CD3. En placas de cultivo tisular con fondo en U 
de 96 pocillos, se cultivaron 2 x 105 PBMC/pocillo de celulas mononucleares de sangre periferica (PBMC) humanas 

recien aisladas de dos donantes individuales con anticuerpo especifico para CO3 (0KT3) 1 ng/ml en ausencia o en 
50 presencia de diversas cantidades de CTLA-4•FasL purificada por inmunoafinidad. Se realizaron ensayos por 

triplicado. Se cultivaron celulas mononucleares de sangre periferica (PBMC) humanas recien aisladas de dos 

donantes individuales con anticuerpo especifico paraCD3 (OKT3) 1 ng/ml en ausencia o en presencia de diversas 

cantidades de CTLA- 4•FasL purificada por afinidad. Para comparaciOn, tambien se titularon 10.000 ng/ml de CTLA-

4•Ig y FasL soluble humano recombinante en cultivos paralelos. Tras 36 horas y a intervalos de 24 horas durante 
55 tres dfas adicionales, se pulsaron los pocillos de cultivo con 3H-timidina para marcar el ADN de celulas T en divisiOn 

activa. 20 horas despues, se recogio el ADN radiomarcado sobre filtros de fibra de vidrio y se proceso para recuento 

por centelleo. Tat como puede observarse en la figura 3A, CTLA-4•FasL 10 ng/ml (cuadrados negros) inhibi6 

fuertemente la proliferaciOn de celulas T de sangre periferica humanas estimuladas por anticuerpo monoclonal 

mitogenico anti-CD3. Para comparacien, CTLA-4•Ig 10.000 ng/ml (circulos blancos) inhibi6 la proliferacion en 
60 aproximadamente el 50% y sFasL 100 ng/ml (tridngulos negros) fue minimamente inhibidor. En el pico (dia 3) de 
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proliferaciOn, se sometiO a prueba la inhibiciOn de respuestas de celulas T policlonales por diversas cantidades de 

CTLA-4•FasL, CTLA-4•Ig, sFasL. Tal como puede observarse en la figura 3B, CTLA-4•FasL (cuadrados negros) fue 

un inhibidor significativamente mas potente que o bien CTLA-4•Ig (circulos blancos) o bien sFasL (triangulos 

negros). Dado que la reticulacion mediada por anticuerpo de sFasL marcado con Flag con anticuerpo especifico 

5 para epitopo Flag aumento la apoptosis de celulas Jurkat sensibles a Fas, se sometio a prueba la reticulaciOn por 

anticuerpo para determinar un efecto similar sobre la respuesta proliferativa policlonal frente a anticuerpo anti-CD3. 

Por tanto, se anadi6 anticuerpo anti-Flag 0,5 gg/m1 en algunos pocillos de ensayo junto con diversas cantidades de 

sFasL. Tal como puede observarse en la figura 3C (paneles izquierdos), la inclusiOn de anticuerpo especifico de 

epftopo Flag (sFasL + anticuerpo anti-Flag, triangulos negros) sOlo aument6 la inhibiciOn a la concentraci6n superior 

10 (1.000 ng/ml) de sFasL sometida a prueba en comparaci6n con sFasL solo (triangulos blancos). Tal como puede 

observarse en la figura 3C, la combinacion de CTLA-4•Ig y sFasL (independientemente de la reticulaciOn de 

anticuerpo anti-Flag) proporciono efectos aditivos sobre la inhibicion proliferativa. La inhibicion maxima requiriO la 

combinaciOn de CTLA-4•Ig 10.000 ng/ml mas sFasL 1.000 ng/ml con reticulacion por anticuerpo anti-Flag. Por tanto, 

CTLA-4•FasL es mas potente que cualquiera de sus componentes de dominio individuales, CTLA-4•Ig o sFasL, 

15 solos o en combinaci6n. 

EJEMPLO 4 

Se someti6 a prueba CTLA-4•FasL para determinar la capacidad para inhibir la proliferacion de celulas T de sangre 

periferica humanas en respuesta al antigen° especifico, toxoide del tetanos. En placas de cultivo tisular de fondo en 

U de 96 pocillos, se cultivaron 2 x 105 PBMC/pocillo de celulas mononucleares de sangre periferica (PBMC) 

20 humanas red& aisladas con antigen° toxoide del tetanos 500 ng/ml en presencia o ausencia de diversas 

cantidades de CTLA-4•FasL purificada por inmunoanfinidad. Se realizaron ensayos por triplicado. Tras 6 dias, se 

pulsaron cultivos con 3H-timidina para marcar el ADN de celulas T en division activa. 20 h despues, se recogiO el 

ADN radiomarcado sobre filtros de fibra de vidrio y se proces6 para recuento por centelleo. Tal como puede 

observarse en la figura 4, CTLA-4•FasL inhibi6 la proliferacion de celulas T de sangre periferica humanas 

25 estimuladas por el antigen° especifico, toxoide del tetanos. Por tanto, CTLA-4•FasL es Litil para inhibir no solamente 

la activaciOn policlonal de celulas T, sino tambien las respuestas de celulas T frente a antigenos especificos. 

EJEMPLO 5 

Se someti6 a prueba CTLA-4•FasL para determinar la capacidad para inhibir la respuesta proliferativa de colulas T 

de sangre periferica humanas en respuesta a aloantigeno. En ensayos de estimulaciOn primaria, se irradiaron 

30 colulas presentadoras de aloantigeno, la lima de celulas linfoblastoides B humanas transformadas por virus de 

Epstein-Barr humano (VEB-LCL), y se atiadieron a cultivos que contenian PBMC humanas reci6n purificadas y 

CTLA-4•FasL 100 ng/ml. Se realizaron ensayos por triplicado en placas de fondo en U de 96 pocillos y que 

contenian 105 PBMC y 2 x 104 VEB-LCL irradiadas. Se incubaron los cultivos durante 4 dias, y se midi6 la respuesta 

proliferativa de celulas T frente a los aloantigenos de VEB-LCL pulsando con 3H-timidina, recogiendo el ADN 

35 radiomarcado sobre filtros de fibra de vidrio y procesando para recuento por centelleo. Tal como puede observarse 

en la figura 5, la presencia de CTLA-4•FasL, en comparacion con medio solo, redujo significativamente la respuesta 

a aloantigeno primario de colulas T perifericas humanas. En paralelo con los ensayos de estimulaciOn primaria, se 

realizaron cultivos masivos a gran escala (10 ml) en matraces T25 con las mismas proporciones de colulas 

mononucleares de sangre periferica, VEB-LCL irradiadas, y CTLA-4•FasL 30 ng/ml. Tras siete dias, se recogieron 

40 las colulas de los matraces, se lavaron dos veces, y volvieron a cultivarse en medio fresco, carente de CTLA-4•FasL 

durante 3 dias adicionales. 10 dias tras iniciar las estimulaciones aloantigenicas primarias, se recogieron las celulas 

mediante centrifugaci6n, se lavaron dos veces y volvieron a sembrarse en placas en ensayos de estimulaciOn 

secundaria en placas de 96 pocillos con VEB-LCL irradiadas. Debe observarse que no se anadi6 CTLA-4•FasL 

adicional durante estas estimulaciones secundarias. De manera similar, tal como puede observarse en la figura 5, 

45 CTLA-4•FasL redujo la respuesta secundaria de celulas T perifericas humanas frente al mismo aloantigeno. Por 

tanto, CTLA-4•FasL es util para inhibir las respuestas tanto primaria como secundaria frente a aloantigeno, lo que es 

significativo para su uso terapeutico para tratar respuestas de celulas T aloantigenicas de huesped contra injerto y 

de injerto contra huesped. 

EJEMPLO 6  

50 Se cultivaron esplenocitos BALB/c murinos recien aislados con anticuerpo mitogenico anti-CD3 en presencia o 

ausencia de diversas cantidades de CTLA-4•FasL purificada por inmunoafinidad. Se realizaron ensayos por 

triplicado en placas de fondo en U de 96 pocillos y que contenian 2 x 105 esplenocitos y anticuerpo anti-CD3 de 

ratOn (2C11) 33 ng/ml. Tras 24 horas, se pulsaron los cultivos con 3H-timidina para marcar el ADN de celulas T en 

divisiOn activa. 20 h despues, se recogi6 el ADN radiomarcado sobre filtros de fibra de vidrio y se proces6 para 

55 recuento por centelleo. Tal como puede observarse en la figura 6, CTLA-4•FasL inhibe la proliferacion de celulas T 

BALB/c estimuladas mediante anticuerpo anti-CD3, estableciendo que las colulas T de rat6n, al igual que las celulas 

T humanas, son susceptibles de InhibiciOn mediante CTLA-4•FasL. 

EJEMPLO 7 

Los cebadores de ADN para generar una secuencia de ADNc de ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF 
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humano (hTRAIL), que codifica para los aminoacidos 95-281, fueron 5'- 

TAAAAAGCTTGAAACCATTTCTACAGTTCAA-3' y 5'-TAAAGGATCCGGTCAGTTAGCCAACTAAAAA-3'. Se realizO 

una PCR con ADN polimerasa de Pfu segun las especificaciones del fabricante, usando el subclon de ADN de 

secuencia de etiqueta expresado (ye16e08.r1, n.° de registro de GenBank T90422) que se sabe que codifica para el 

5 ADNc de hTRAIL como molde de ADN. Tras la purificaciOn y restricciOn enzimatica, se subclonO el fragmento de 

ADN Hind III-BamH I de 564 pb en los sitios respectivos del vector de expresion episomal pCEP9I3, generando 

pX•TRAIUCEP913. Se gener6 pCTLA- 4•TRAIUCEP913 subclonando el inserto de Hind III que codifica para la sefial 

de oncostatina M y secuencias extracelulares de CTLA-4 humana, movilizadas juntas desde phCTLA-4:IgG1/REP713, 

en el sitio de Hind III de pX•TRAIUCEP913. 

10 Los cebadores de ADN para generar una secuencia de ADNc de CD27 (hCD27) humana, que codifica para los 

aminoacidos -20-218, fueron 5'-TTTTGGTACCATGGCACGGCCACATCC-3' y 5'- 

GCACAAGCTTCTTTGGGGTGGCCAGTG-3'. Se realiz6 una PCR con ADN polimerasa de Pfu segun las  
especificaciones del fabricante, usando el subclon de ADN de etiqueta de secuencia expresado (EST# yg25h11.r1,  

n.° de registro de GenBank R25016.1) que se sabe que codifica para el ADNc de hCD27 como molde de ADN. Tras 

15 la purificaciOn y restriccion enzimatica, se subclon6 el fragmento de ADN de Kpn I-Hind III de 652 pb en los sitios 

respectivos del vector de expresiOn episomal pX•TRAIL/CEP913, generando pCD27•TRAIUCEP9[3. •  

 
Se obtuvieron sobrenadantes de cultivo celular que contenfan CD27•TRAIL o CTLA-4•TRAIL a partir de lineas 

celulares transfectantes estables derivadas mediante lipofecciOn de la Ifnea de celulas de Whorl embrionario 

humanas, 293, con pCD27•TRAIUCEP913, o con pCTLA- 4•TRAIUCEP9P, respectivamente.  

20 Se cultivaron PBMC humanas recien aisladas con anticuerpo mitogenico anti-CD3, en presencia o ausencia de  

sobrenadante de cultivo celular condicionado con CD27•TRAIL o CTLA-4•TRAIL diluido 1:300 (v/v). Se realizaron  

ensayos por triplicado en placas de fondo en U de 96 pocillos y que contenfan 2 x 105 PBMC y anticuerpo anti-CD3
  

(0KT3) 0,3 ng/ml. Tras 24 horas, y cada 24 horas posteriormente durante 3 dfas adicionales, se pulsaron los cultivos  

con 3H-timidina para marcar el ADN de celulas T en divisiOn activa. 20 horas despues, se recogi6 el ADN 

25 radiomarcado sobre filtros de fibra de vidrio y se proces6 para recuento por centelleo. Tal como puede observarse  
 

en la figura 7, tanto CD27•TRAIL como CTLA-4•TRAIL inhibieron fuertemente la proliferacion estimulada por  
 

anticuerpo anti-CD3 de celulas T perifericas humanas tras el dfa 3. Estos datos introducen dos ejemplos adicionales  

de protefnas quimericas (CD27•TRAIL y CTIA-4•TRAIL) que sirven para ilustrar adicionalmente la generalidad del 

concepto de las protefnas quimericas de la presente invenciOn. Adernas, demuestran como la presente invencion  
 

30 permite el rapido disefio, produccion y evaluaciOn de protefnas quimericas funcionales adicionales. •   

 

 
 

 

Tal como se muestra en los ejemplos 1-3, se observe) PCD significativa de celulas Jurkat con la adici6n de 0,1 ng/ml 

de CTLA-4-FasL en presencia de celulas Daudi. A concentraciones superiores de CTLA-4-FasL soluble, no se 

necesitaron celulas de reticulacion para la inducciOn de apoptosis de celulas Jurkat. Estas observaciones contrastan 

con B2M•FasL, que no present6 efectos citocklicos significativos en ausencia de anticuerpo de reticulaciOn. Los 

35 ejemplos 4 y 5 amplfan los hallazgos de los ejemplos 1-3, yendo mas alla de activadores de celulas T policlonales 

para demostrar que CTLA-4•FasL inhibe respuestas de celulas T especificas, o bien frente a antfgeno especffico 

(ejemplo 4) o bien frente a aloantfgeno especifico (ejennplo 5). El ejemplo 6 muestra ademas que CTLA-4•FasL 

humana inhibe respuestas de colulas T murinas. 

Los ejemplos 1-4 tambien demuestran que el uso de una secuencia de dominio dirigido como primera protefna, 

40 concretamente, el ectodominio de CTLA-4, dirige la union de sFasL a moleculas diana CD80/CD86 de superficie 

celular. Por tanto, esto demuestra la eficacia de usar el dominio amino-terminal de una protefna quimerica para el fin 

del direccionamiento molecular a la superficie celular y el uso de un derivado de protefna de membrana de tipo II 

como segundo componente de protefna dentro de una proteina quimerica. Esto tambien demuestra la generacion de 

una protefna quimerica novedosa, CTLA-4.FasL, que media el bloqueo de coestimulaciOn y la actividad efectora 

45 trans de FasL cuando se une a APC. Esta modificaciOn basada en celula puede usarse para convertir APC 

estimulante en APC inmunoinhibidora bloqueando simultaneamente moleculas coestimulantes y presentando 

moleculas inhibidoras. 

Se demuestran resultados similares en el ejemplo 7 en el que se ha mostrado que dos protefnas quimericas 

adicionales, concretamente CTLA-4.TRAIL y CD27.TRAIL, se unen a APC y envfan senates trans inhibidoras. Estos 

50 hallazgos establecen la generalidad de las protefnas quimericas novedosas de la presente invenciOn, sin requerirse 

experimentaciOn excesiva para afiadir a la serie de protefnas funcionales en esta clase. 

Estos ejemplos anteriores establecen que las protefnas quimericas solubles de la presente invenciOn presentan 

propiedades de union y funcionales derivadas de los dominios individuales. Adernas, los datos indican que 

mediadores quimericos solubles son Utiles para el direccionamiento terapeutico hacia celulas T pat6genas para 

55 muerte celular programada. 

Aunque se han descrito anteriormente realizaciones particulares de esta invenciOn para fines de ilustracion, resultard 

evidente para los expertos en la tecnica que pueden realizarse numerosas variaciones de los detalles de la presente 

invencion sin apartarse de la invencion tal como se define en las reivindicaciones adjuntas. 
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<110> Tykocinski, Mark L. Huang, Jul-Han 

<120> PROTE1NAS QUIMERICAS NOVEDOSAS Y METODOS PARA USAR LAS MISMAS 

<130> 4669-045489 

5 <140> Documento US 10/169.686 

<141> 31-10-2002 
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<160>11 

10 <170> Microsoftword 2003 

<210> 1 

<211> 27 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
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ttggggtacc atgtctcgct ccgtggc 27 

<210>2 

<211>35 

<212> ADN 
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<400> 2 
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<211> 25 
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<400> 3 
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<213> Homo sapiens 

<400> 5 
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<210>6 
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<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
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<210>11 

17 

31 

31 

27 

 



<211> 27 
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<400> 11 
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REIVINDICACIONES 

1. Protefna quimerica que comprende: 

una primera proteina que se une a una primera colula y da como resultado la disminuciOn de una primera 

serial trans de dicha celula y en la que dicha primera protefna se selecciona del grupo que consiste en 

5 CTLA-4, CD27, ICOS, Fas, DcR3, TGF-I3, MIS, HGF y un scFv con especificidad para una protefna 

seleccionada del grupo que consiste en HER-2/neu, CEA, PSA, CD33 y AIRM1; y 

una segunda protefna que envfa una segunda serial trans a una segunda celula en la que dicha segunda 

protefna se selecciona del grupo que consiste en FasL, TRAIL, TWEAK, CD8, PP 14, BAFFTTALL-

1/THANK/BLys, PD-1, RCAS1 y B7-1, B7-2, B7-h, CD4OL, CD3OL, OX-40L, 4-1 BBL, CD70, ICAM-1, ICAM-

10 2, ICAM-3, LFA-3, HSA (CD24), LIGHT, SLAM, linfotoxina y TRANCE, c-KitUSCF, IL-3 y GM-CSF; y 

en la que las seriales trans primera y segunda no son la misma. 

2. Protefna quimerica segun la reivindicaciOn 1, en la que dicha segunda protefna inhibe el sistema 

inmunitario. 

 

 

 

 

3. Protefna quimerica segun la reivindicaciOn 2, en la que dicha segunda protefna se selecciona del grupo que  
15 consiste en FasL, TRAIL, 'TWEAK, CD8, PP14, BAFF/TALL-1/THANK/BLys, PD-1 y RCAS1. • 

 
 

4. Proteina quimerica segtin la reivindicacion 1, en la que dicha segunda proteina activa el sistema  

inmunitario. 

5. Protefna quimerica segun la reivindicaciOn 4, en la que dicha segunda protefna se selecciona del grupo que 

consiste en B7-1, B7-2, B7-h, CD4OL, CD3OL, OX-40L, 4-1 BBL, CD70, ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3, LFA-3,  
20 HSA (CD24), LIGHT, SLAM y linfotoxina. •••••  

 
 

6. Protefna quimerica segiin la reivindicaciOn 1, en la que dicha segunda protefna se selecciona del grupo que 

consiste en TRANCE, c-KitLJSCF, IL-3 y GM-CSF. 

7. Protefna quimerica segun la reivindicaciOn 1, que comprende ademds una etiqueta de epftopo. 

8. Proteina quimerica segOn la reivindicacion 7, en la que dicha etiqueta de epitopo es una etiqueta de 

25 polihistidina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

9. FormulaciOn farmaceutica que comprende la protefna quimerica segun la reivindicacion 1 en un vehfculo

farmaceutico adecuado. •
 •

 

 
10. Proteina quimerica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, para su uso en terapia.

  

11. Secuencia genetica que codifica para una protefna quimerica segun una cualquiera de las reivindicaciones 

30 1 a 8, para su uso en terapia. 

12. Protefna quimerica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, para su uso en un metodo de 

tratamiento de una enfermedad autoinmunitaria o aloinmunitaria seleccionada del grupo que consiste en 

artritis, asma, enfermedad de injerto contra huesped, rechazo de Organ°, psoriasis, lupus eritematoso 

sistemico, alergia atOpica, enfermedad inflamatoria del intestino, esclerosis multiple, dermatitis alergica, 
35 sindrome de Sjogren, esclerosis sistemica progresiva, tiroiditis autoinmunitaria, diabetes autoinmunitaria, 

enfermedades hepaticas autoinmunitarias y sindromes mielodispldsicos de mddula Osea o para su uso en 

un metodo de tratamiento de un cancer seleccionado del grupo que consiste en carcinoma de ovario, 

carcinoma de mama, carcinoma de colon, glioblastoma multiforme, carcinoma de prostata y leucemia. 
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