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DESCRIPCION
Métodos para producir ligando apo-2 utilizando iones metalicos divalentes.

CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencion se refiere en general a la produccion de ligando Apo-2 y formulaciones de ligando Apo-
2 utilizando ion cinc divalente. También se proporciona la utilizaciéon de dicho ligando Apo-2 y formulaciones de
ligando Apo-2 que presentan la formacién y estabilidad mejorada de trimeros de Apo-2L.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] El control de la cantidad de células en los mamiferos se cree que esta determinado, en parte, por un equilibrio
entre la proliferacion celular y la muerte celular. Una forma de muerte celular, a veces denominada muerte celular
necroética, se caracteriza habitualmente como una forma patolégica de muerte celular resultante de algin trauma o
dafio celular. En cambio, existe otra forma “fisiolégica” de muerte celular que normalmente procede de una manera
ordenada o controlada. Esta forma ordenada o controlada de muerte celular se denomina a menudo como
“apoptosis” [véase, por ejemplo, Barr et al., Bio/Technology, 12:487-493 (1994); Steller et al., Science, 267: 1445-
1449 (1995)]. La muerte celular apopt6tica tiene lugar de forma natural en mucos procesos fisioldgicos, incluyendo el
desarrollo embrionario y la seleccién clonal en el sistema inmune [Itoh et al,, Cell, 66:233-243 (1991)].

[0003] Se han identificado varias moléculas, tales como el factor a. de necrosis tumoral ("TNF-a"), factor de necrosis
tumoral B ("TNF-B" o "linfotoxina-a."), linfotoxina-B ("LT-B"), ligando CD30, ligando CD27, ligando CD40, ligando OX-
40, ligando 4-1BB, ligando Apo-1 (también referido como ligando Fas o ligando CD95), ligando Apo-2 (también
referido como TRAIL, AIM-1 o AGP-1), y ligando Apo-3 (también referido como TWEAK), como miembros de la
familia de citoquinas del factor de necrosis tumoral (“TNF”") [Véase, por ejemplo, Gruss y Dower, Blood, 85:3378-
3404 (1995); Pitti et al., J. Biol. Chem., 271:12687-12690 (1996); Wiley et al., Immunity, 3:673-682 (1995); Browning
et al., Cell, 72:847-856 (1993); Armitage et al. Nature, 357:80-82 (1992), WO 97/01633 publicada el 16 de enero de
1997; WO 97/25428 publicada el 17 de Julio de 1997; WO 97/46686 publicada el 11 de diciembre de 1997; WO
97/33899 publicada el 18 de septiembre de 1997; Marsters et al., Curr. Biol., 8:525-528 (1998); Chicheportiche et al.,
Biol. Chem., 272:32401-32410 (1997)]. Entre estas moléculas, se ha descrito que TNF-a, TNF-B, ligando CD30,
ligando 4-1BB, ligando Apo-1, ligando Apo-2 (TRAIL) y ligando Apo-3 (TWEAK) estan implicadas en la muerte
celular apoptética.

[0004] La induccidon de diversas respuestas celulares mediadas por estas citoquinas de la familia del TNF se cree
que se inicia por su union a receptores celulares especificos. Se han identificado dos receptores de TNF distintos de
aproximadamente 55 kDa (TNFR1) y 75-kDa (TNFR2) [Hohman et al., J. Biol. Chem., 264:14927-14934 (1989);
Brockhaus et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 87:3127-3131 (1990); EP 417,563, publicada el 20 de marzo de 1991] y se
han aislado y caracterizado ADNc de humano y ratén correspondiente a ambos tipos de receptores [Loetscher et al.,
Cell, 61:351 (1990); Schall et al., Cell, 61:361 (1990); Smith et al., Science, 248:1019-1023 (1990); Lewis et al., Proc.
Natl. Acad. Sci., 88:2830-2834 (1991); Goodwin et al., Mol. Cell. Biol., 11:3020-3026 (1991)]. Se han asociados
amplios polimorfismos con ambos genes de receptores de TNF [véase, por ejemplo, Takao et al., Imnmunogenetics,
37:199-203 (1993)]. Ambos TNFR comparten la estructura tipica de receptores de la superficie celular que incluyen
regiones extracelular, transmembrana e intracelular. Las partes extracelulares de ambos receptores se hallan
naturalmente también como proteinas de unién a TNF solubles [Nophar, Y. et al., EMBO J., 9:3269 (1990); y Kohno,
T. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 87:8331 (1990)]. La clonacion de receptores de TNF solubles recombinantes
fue descrita por Hale et al. [J. Cell. Biochem. Supplement 15F, 1991, p. 113 (P424)].

[0005] La parte extracelular de TNFR de tipo 1 y tipo 2 (TNFR1 y TNFR2) contiene un patrén de secuencia de
aminoacidos repetitivo de cuatro dominios ricos de cisteina (CRD) designados 1 a 4, empezando desde el extremo
terminal NH,. Cada CRD tiene aproximadamente 40 aminoéacidos de largo y contiene 4 a 6 residuos de cisteina en
las posiciones que estan bien conservadas [Schall et al., supra; Loetscher et al., supra; Smith et al., supra; Nophar et
al., supra; Kohno et al., supra]. En TNFR1, los limites aproximados de los cuatro CRD son los siguientes: CRD1
aminoécidos 14 a aproximadamente 53; CRD2 aminoacidos de aproximadamente 54 a aproximadamente 97; CDR3
aminoéacidos de aproximadamente 98 a aproximadamente 138; CDR4 aminoacidos de aproximadamente 139 a
aproximadamente 167. En TNFR2, CRD2 incluye aminoacidos 17 a aproximadamente 54; CDR2 aminoacidos de
aproximadamente 55 a aproximadamente 97; CDR3 aminoacidos de aproximadamente 98 a aproximadamente 140;
y CRD4 aminoacidos de aproximadamente 141 a aproximadamente 179 [Banner et al., Cell, 73:431-435 (1993)]. El
papel potencial de los CRD en la unién a ligando también se describe en Banner et al., supra.

[0006] Un patron repetitivo similar de CRD existe en varias proteinas de la superficie celular, incluyendo el receptor
del factor de crecimiento nervioso p75 (NGFR) [Johnson et al., Cell, 47:545 (1986); Radeke et al., Nature, 325:593
(1987)], el antigeno de células B CD40 [Stamenkovic et al., EMBO J., 8:1403 (1989)], el antigeno de células T OX40
[Mallet et al., EMBO J., 9:1063 (1990)] y el antigeno Fas [Yonehara et al., J. Exp. Med., 169:1747-1756 (1989) e Itoh
et al., Cell, 66:233-243 (1991)]. Los CRD también se hallan en las proteinas T2 del tipo TNFR (STNFR) de poxvirus
de Shope y mixoma [Upton et al., Virology. 160:20-29 (1987); Smith et al., Biochem. Biophys. Res. Commun.,
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176:335 (1991); Upton et al., Virology, 184: 370 (1991)]. La alineacion éptima de estas secuencias indica que las
posiciones de los residuos de cisteina estan bien conservadas. Estos receptores se denominan a veces
colectivamente como miembros de la superfamilia de receptores TNF/NGF. Estudios recientes en p75NGFR
mostraron que la delecion de CDR1 [Welcher, A.A. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88: 159-163 (1991)] o una
insercion de 5 aminoacidos en este dominio [Yan, H. y Chao, M.V., J. Biol, Chem., 266:12099-12104 (1991)]
presentaban un efecto escaso o nulo en la unién a NGF [Yan, H. y Chao, M.V., supra]. EL NGFR p75 contiene un
tramo rico en prolina de aproximadamente 60 aminoacidos, entre su CRD4 y regiéon transmembrana, que no esta
implicado en la union a NGF [Peetre, C. et al., Eur. J. Hematol., 41:414-419 (1988); Seckinger, P. et al., J. Biol.
Chem., 264:11966-11973 (1989); Yan, H. y Chao, M.V., supra]. Una region rica en prolina similar se halla en TNFR
2, pero no en TNFRL1.

[0007] Los ligandos de la familia de TNF identificados hasta la fecha, con la excepcion de la linfotoxina o, son
proteinas transmembrana del tipo Il, cuyo extremo C-terminal es extracelular. En cambio, la mayoria de receptores
en la familia de receptores TNF (TNFR) identificados hasta la fecha son proteinas transmembrana de tipo I. Tanto en
las familias de ligandos de TNF como los receptores, se ha observado homologia entre los miembros de la familia
principalmente en el dominio extracelular ("ECD"). Varias de las citoquinas de la familia de TNF, incluyendo TNF-a,
el ligando Apo-1 y el ligando CD40, se separan proteoliticamente en la superficie celular; la proteina resultante en
cada caso forma habitualmente una molécula homotrimérica que funciona como citoquina soluble. Las proteinas de
la familia de receptores de TNF también se separan normalmente proteoliticamente para liberar los ECD de
receptores solubles que pueden funcionar como inhibidores de las citoquinas afines.

[0008] Recientemente, se han identificado otros miembros de la familia de TNFR. Dichos miembros de la familia de
TNFR recientemente identificados incluyen CAR1, HVEM y osteoprotegerina (OPG) [Brojatsch et al., Cell, 87:845-
855 (1996); Montgomery et al., Cell, 87:427-436 (1996); Marsters et al., J. Biol. Chem., 272:14029-14032 (1997);
Simonet et al., Cell, 89:309-319 (1997)]. A diferencia de otras moléculas de tipo TNFR conocidas, Simonet et al.,
supra, describen que la OPG no contiene una secuencia que abarca la transmembrana hidrofobica. Se cree que la
OPG actia como un receptor sefiuelo tal como se describe a continuacion.

[0009] Se ha identificado en ratén otro nuevo miembro de la familia de receptores TNF/NGF, un receptor referido
como GITR para “gen relacionado con la familia de receptores del factor de necrosis tumoral inducido por
glucocorticoides” [Nocentini et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:6216-6221 (1997)]. El receptor GITR de ratdon es
una proteina transmembrana de tipo | de 228 aminoéacidos que se expresa en linfocitos T del timo, bazo y nédulos
linfaticos en ratones normales. La expresion del receptor GITR de raton se indujo en linfocitos T tras la activacion
con anticuerpos anti-CD3, Con A o forbol 12-miristato 13-acetato.

[0010] En Marsters et al., Curr. Biol., 6:750 (1996), los investigadores describen un polipéptido humano de secuencia
nativa de longitud completa, denominado Apo-3, que muestra similitud con la familia de TNFR en sus repeticiones
extracelulares ricas en cisteina y se parece a TNFR1 y CD95 en que contiene una secuencia de dominio de muerte
citoplasmatica [véase también Marsters et al., Curr. Biol., 6:1669 (1996)]. También se ha referido a Apo-3 por otros
investigadores como DR3, wsl-1, TRAMP, y LARD [Chinnaiyan et al., Science, 274:990 (1996); Kitson et al., Nature,
384:372 (1996); Bodmer et al., Immunity, 6:79 (1997); Screaton et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 94:4615-4619 (1997)].

[0011] Pan et al. han descrito otro miembro de la familia de receptores de TNF referido como “DR4” [Pan et al.,
Science, 276: 111-113 (1997)]. Se describié que el DR4 contenia un dominio de muerte citoplasmética capaz de
atraer el aparato del suicidio celular. Pan et al. describen que el DR4 se cree que es un receptor para el ligando
conocido como ligando Apo-2 o TRAIL.

[0012] En Sheridan et al., Science, 277:818-821 (1997) y Pan et al., Science, 277:815-818 (1997), se describe otra
molécula que se cree que es un receptor para el ligando Apo-2 (TRAIL). Esa molécula se refiere como DR5 (también
se ha referido alternativamente como Apo-2; TRAIL-R2, TRICK2 o KILLER [Screaton et al., Curr. Biol., 7:693-696
(1997); Walczak et al., EMBO J., 16:5386-5387 (1997); Wu et al., Nature Genetics, 17:141-143 (1997)]. Como DR4,
se describe que DR5 contiene un dominio de muerte citoplasmética y es capaz de sefializar la apoptosis.

[0013] Recientemente se identific otro receptor que contiene el dominio de muerte, DR6 [Pan et al., FEBS Letters,
431: 351-356 (1998)]. A parte de contener cuatro posibles dominios extracelulares y un dominio de muerte
citoplasmatica, se cree que DR6 contiene una posible secuencia de cremalleras de leucina que se solapa con un
motivo rico en prolina en la regién citoplasmatica. El motivo rico en prolina se parece a las secuencias que se unen a
los dominios src-homologia-3, que se hallan en muchas moléculas de transduccion de sefiales intracelulares.

[0014] Un grupo adicional de miembros de la familia de TNFR identificados recientemente, que se refieren como
“receptores sefiuelo”, se cree que funcionan como inhibidores en lugar de transductores de sefiales. Este grupo
incluye DCR1 (también referido como TRID, LIT o TRAIL-R3) [Pan et al., Science, 276:111-113 (1997); Sheridan et
al., Science, 272:818-821 (1997); Mc-Farlane et al., J. Biol. Chem., 272:25417-25420 (1997); Schneider et al., FEBS
Letters, 416:329-334 (1997); Degli-Esposti et al., J. Exp. Med., 186:1165-1170 (1997); y Mongkolsapaya et al., J.
Immunol., 160:3-6 (1998)] y DCR2 (también denominado TRUNDD o TRAIL-R4) [Marsters et al., Curr. Biol., 7:1003-
1006 (1997); Pan et al., FEBS Letters, 424: 41-45 (1998); Degli-Esposti et al., Immunity. 7:813-820 (1997)], ambas
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moléculas de la superficie celular, asi como OPG [Simonet et al., supra] y DCR3 [Pitti et al., Nature, 396:699-703
(1998)], ambas son proteinas solubles secretadas.

[0015] Para una revision de la familia de TNF de citoquinas y sus receptores, véase Ashkenazi et al., Science,
281:1305-1308 (1998); Golstein, Curr. Biol., 7:750-753 (1997); y Gruss y Dower, supra.

[0016] Aunque se ha observado que los sitios de unidn a cinc juegan papeles estructurales en las interacciones
proteina-proteina en ciertas proteinas que implican diversas interfases [Feese et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 91:3544-
3548 (1994); Somers et al., Nature, 372:478-481 (1994); Raman et al., Cell, 95:939-950 (1998)], ninguno de los
miembros previamente caracterizados estructuralmente de la familia de TNF (ligando CD40, TNF-alfa, o TNF-beta)
se une a metales. La utilizacion de iones metélicos, tales como cinc, en formulaciones de varias hormonas, tales
como la hormona del crecimiento humano (hGH) se ha descrito en la literatura. [Véase, por ejemplo, WO 92/17200
publicada el 15 de octubre de 1992). Asi mismo, la implicacion del cinc en la unién de hGH a receptores se describid
en W092/03478 publicada el 5 de marzo de 1992. Los papeles de la unién del cinc en los dimeros de interferén-alfa
y dimeros de interferén-beta se describieron en Walter et al., Structure, 4:1453-1463 (1996) y Karpusas et al., Proc.
Natl. Acad. Sci., 94:11813-11818 (1997), respectivamente.

[0017] Las estructuras y papeles bioldgicos de varios iones metalicos, tales como cinc, han sido revisados en la
técnica, véase, por ejemplo, Christianson et al., Advances in Protein Chemistry, 42:281-355 (1991).

DESCRIPCION RESUMIDA DE LA INVENCION

[0018] La presente invencidon se basa en el descubrimiento de que la inclusién de uno o mas iones metalicos
divalentes en métodos o procesos para producir ligando Apo-2, o formulaciones que contienen ligando Apo-2, da
lugar a un rendimiento incrementado y estabilidad de trimeros de ligando Apo-2. Actualmente se cree que dicha
inclusion de uno o mas iones metdlicos divalentes también puede mejorar el plegamiento del ligando Apo-2 o el
ensamblaje del trimero de Apo-2L tras la expresion en un cultivo celular recombinante. En medios oxidativos, las
cisteinas libres en los mondmeros de Apo-2L pueden formar puentes disulfuro intermoleculares, que ocasionan
dimeros de Apo-2L independientes, asi como especies de dimeros de Apo-2L unidos por disulfuro en formas
triméricas de Apo-2L. Dicha formacion de dimeros de Apo-2L puede conducir a la agregacion, precipitacion y/o
desactivacion de Apo-2L. La presencia de iones metdlicos divalentes en los métodos y formulaciones aqui descritas
puede mejorar contra dicha formacién de enlaces disulfuro. Parece que la inclusion de iones metalicos divalentes
durante el proceso de sintesis y ensamblaje de trimeros de Apo-2L puede mejorar adicionalmente la acumulacion y
recuperacion de Apo-2L homotrimérico plegado correctamente. Los solicitantes han descubierto que los trimeros de
ligando Apo-2 son aproximadamente 10 veces mas activos (en actividad citotoxica en células cancerosas de
mamifero) en comparacién con dimeros de Apo-2L unidos por disulfuro.

[0019] Aunque la presente descripcion esta principalmente dirigida a ligando Apo-2, se contempla la utilizacién de
iones metdlicos divalentes para producir o estabilizar trimeros de otras proteinas. Dichas otras proteinas incluyen
particularmente aquellas proteinas que requieren la formacion de trimeros para la actividad biolégica, por ejemplo,
varios miembros de la familia de TNF.

[0020] En una realizacion, la presente invencion proporciona un método de produccién de ligando Apo-2 utilizando
uno o mas iones divalentes tal como se define en las reivindicaciones. Los métodos incluyen las etapas de
proporcionar una célula huésped que comprende un vector replicable que contiene un &cido nucleico que codifica el
ligando Apo-2, proporcionar medios de cultivo que contienen uno o mas iones metdlicos divalentes, cultivar la célula
huésped en el medio de cultivo bajo condiciones suficientes para expresar el ligando Apo-2 y recuperar el ligando
Apo-2 de las células huésped o los medios de cultivo celular tal como se define en las reivindicaciones.
Opcionalmente, se utilizan uno o mas iones metdlicos divalentes durante el proceso de recuperacién o purificacion
tal como se define en las reivindicaciones.

[0021] En otra realizacion, la presente invencion proporciona una formulacion que comprende ligando Apo-2 y uno o
mas iones metalicos divalentes tal como se define en las reivindicaciones. La composicion puede ser una
formulacion farmacéuticamente aceptable util, por ejemplo, en la induccion o estimulacion de la apoptosis en células
cancerosas de mamifero.

[0022] También se describen aqui articulos de fabricacion y kits que incluyen dichas formulaciones de ligando Apo-2
que contienen uno 0 mas iones metalicos divalentes. Los articulos de fabricacion y los kits incluyen un recipiente,
una etiqueta en el recipiente y una formulacién contenida en el recipiente. La etiqueta en el recipiente indica que la
formulacion se puede utilizar para ciertas aplicaciones terapéuticas o no terapéuticas. La formulacién contiene
ligando Apo-2 y uno o mas iones metalicos divalentes.

[0023] También se describen aqui polipéptidos ligando Apo-2 producidos segun los métodos aqui descritos. Dichos
polipéptidos ligando Apo-2 pueden comprender los aminoacidos 114-281 de la figura 1 (SEQ ID NO:1), los
aminoacidos 1-281 de la figura 1 (SEQ ID NO:1), asi como fragmentos biolégicamente activos o variantes de las
mismas.
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[0024] También se describen aqui variantes de ligando Apo-2. Particularmente, las variantes de ligando Apo-2
comprenden una 0 mas sustituciones de aminoéacidos en la secuencia nativa del ligando Apo-2 (Figura 1; SEQ ID
NO:1). Las variantes de ligando Apo-2 que comprenden sustituciones de alanina se proporcionan en la tabla |
siguiente. También se describen aqui moléculas de acido nucleico que codifican dichas variantes de Apo-2L y
vectores y células huésped que contienen moléculas de acido nucleico que codifican las variantes de Apo-2L.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0025]

La figura 1 muestra la secuencia de nucleétidos de ADNc de ligando Apo-2 humano (SEQ ID NO:2) y su secuencia
de aminoacidos derivada (SEQ ID NO: 1). "N" en la posicion de nuclettido 447 (en SEQ ID NO:2) se utiliza para
indicar base nucleotidica puede ser una "T" 0 "G".

La figura 2 proporciona la estructura cristalina de Apo-2L. La figura 2A muestra una vista del trimero a lo largo del
eje de tres pliegues. Cada mondmero es idéntico. La estructura de la proteina ordenada comienza en el residuo 120,
los residuos 131-141 estan desordenados, al igual que los residuos 195-201 (marcada como lineas discontinuas). El
sitio de unién a cinc que incluye las cisteinas relacionadas con la triple simetria y el ligando disolvente se muestran
como diagramas de relleno de espacio. La figura 2B proporciona una vista proxima estereo con ojos cruzados del
sitio de union a cinc; los angulos entre Sy-cinc-Sy son 112° y los angulos Sy-cinc-disolvente son 107° con distancias
de enlace cinc-azufre de 2,3 Angstrom y cinc-disolvente de 2,3 Angstrom. Las figuras 2 (y 5) se desarrollaron con los
programas Molscript [Kraulis et al., J. Appl. Cryst., 24:946-950 (1991)] y Raster3D [Merrit et al., Acta Cyst., D50: 869-
873 (1994)]. La figura 2C proporciona un resumen de los datos cristalograficos del experimento descrito en el
ejemplo 2.

La figura 3 muestra una alineacion de secuencias de los miembros de la familia de TNF seleccionados: Apo2L (SEQ
ID NO:1); TNF-beta (SEQ ID NO:3); TNP-alfa (SEQ ID NO:4); CD40L (SEQ ID NO:5); FasL (SEQ ID NO:6); RANKL
(SEQ ID NO:7). Las flechas sobre la secuencia indican las cadenas beta en Apo2L. La numeracion sobre las
secuencias alineadas corresponde a la numeracion de secuencias de Apo2L proporcionada en la figura 1 (SEQ ID
NO:1).

La figura 4 proporciona datos de bioensayo que muestran la importancia funcional del sitio de unién a cinc. La
viabilidad de células SK-MES-1 se determiné mediante un ensayo de fluorescencia de la actividad metabdlica
después de la incubacion durante la noche con varias concentraciones de Apo-2L (forma 114-281), o Apo-2L (forma
114-281) tratada con agentes quelantes para eliminar el cinc.

La figura 5 muestra el analisis mutacional mapeado sobre un modelo de relleno de espacios de Apo-2L. El trimero
esta orientado como en la figura 2. Los residuos con un descenso de mas de 5 veces en la bioactividad cuando
mutan a alanina estan marcados y sombreados intensos. Otros residuos que han sido mutados se muestran con un
sombreado medio y varios de estos residuos también estan marcados.

La figura 6 muestra espectros dicroicos circulares de Apo-2L (forma 114-281) antes y después del tratamiento para
eliminar el cinc unido.

La figura 7 muestra la desnaturalizacion térmica de Apo-2L antes y después de la eliminacion de cinc controlada por
dicroismo circular a 225 nm. El voltaje por dinodo se indica para soluciones 2 micromolar de Apo-2L.

La figura 8 muestra el efecto (evolucidn con el tiempo) de soluciones de ZnSO4 en la acumulaciéon de producto de
Apo-2L soluble (gm/L) en un sistema de expresion de E. Coli utilizando un promotor AP.

La figura 9 muestra los perfiles de elucion a partir de la cromatografia MPHS de lisados celulares del sistema de
expresion de E. Coli (véase el ejemplo 8) realizado en presencia o ausencia de ZnSQa.

La figura 10 muestra el efecto (evoluciéon con el tiempo) de la adicién de ZnSO4 en la acumulacion de producto de
Apo-2L soluble (gm/L) en un sistema de expresion de E. Coli utilizando un promotor trp.

La figura 11 muestra el efecto (evolucion con el tiempo) de la adicion de CoCl; en la acumulacién de producto de
Apo-2L soluble (gm/L) en un sistema de expresion de E. Coli utilizando un promotor AP.

La figura 12 muestra el constructo plasmidico pAPApo2-P2RU.
La figura 13 muestra el constructo plasmidico pAPOKS.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS
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Definiciones

[0026] Los términos “ligando Apo2", "Apo-2L" y “TRAIL” se usan en este documento para referirse a una secuencia
polipeptidica que incluye los residuos de aminoacidos 114-281, inclusives, los residuos 95-281, inclusives, los
residuos 92-281, inclusives, los residuos 91-281, inclusives, los residuos 41-281, inclusives, los residuos 15-281,
inclusives o los residuos 1-281, inclusives, de la secuencia de aminoacidos mostrada en la figura 1 (SEQ ID No: 1),
asi como fragmentos biolégicamente activos, variantes de delecion, insercion o sustitucién de las secuencias
anteriores. En una realizacién, la secuencia polipeptidica comprende los residuos 114-281 de la figura 1 (SEQ ID
NO:1). Opcionalmente, la secuencia polipeptidica comprende los residuos 92-281 o los residuos 91-281 de la figura
1 (SEQ ID NO:1). Los polipéptidos Apo-2L pueden estar codificados por la secuencia de nucleétidos nativa mostrada
en la figura 1 (SEQ ID NO:2). Opcionalmente, el codon que codifica el residuo Pro119 (figura 1; (SEQ ID NO:2))
puede ser "CCT" o "CCG". En otra realizacion preferida, los fragmentos o variantes son biol6gicamente activos y
tienen una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos aproximadamente el 80%, mas preferiblemente una
identidad de secuencia de al menos aproximadamente el 90% e, incluso mas preferiblemente, una identidad de
secuencia de al menos el 95%, 96%, 97%, 98% O 99% con cualquiera de las secuencias mencionadas
anteriormente. La definicion abarca las variantes de sustitucion de ligando Apo2 en las que al menos uno de sus
aminodcidos nativos estd sustituido por un residuo de alanina. Entre las variantes de sustitucion preferidas se
incluyen una o més de las sustituciones de residuos identificadas en la Tabla | siguiente. La definicion también
abarca una secuencia nativa de ligando Apo2 aislada de una fuente de ligando Apo2 o preparada mediante
procedimientos recombinantes o sintéticos. El ligando Apo2 de la invencion incluye los polipéptidos referidos como
ligando Apo2 o TRAIL descritos en las publicaciones W097/01633, publicada el 16 de enero de 1997, y
WQ097/25428, publicada el 17 de julio de 1997. Los términos “ligando Apo2” o “Apo2L” se usan para referirse
generalmente a formas del ligando Apo2 que incluyen formas monoméricas, diméricas o triméricas del polipéptido.
Todas las numeraciones de los residuos de aminoacidos hacen referencia a la secuencia de Apo2L usada en la
numeracion segun la figura 1 (SEQ ID NO:1), a menos que especificamente no se indique lo contrario. Por ejemplo,
“D203" 0 “Asp203” se refieren al residuo de acido aspartico en la posicion 203 de la secuencia proporcionada en la
figura 1 (SEQ ID NO:1)

[0027] EI término “dominio extracelular de ligando Apo2” o “ECD de ligando Apo2” se refiere a una forma de ligando
Apo2 que estd esencialmente libre de dominios transmembrana y citoplasmético. Generalmente, el ECD tendra
menos del 1% de estos dominios transmembrana y citoplasmatico y, preferiblemente, tendra menos del 0,5% de
dichos dominios.

[0028] EI término “mondmero de ligando Apo2” o “monémero de Apo2L” se refiere a una cadena covalente de una
secuencia del dominio extracelular de Apo2L.

[0029] EI término “dimero de ligando Apo2” o “dimero de Apo2L” se refiere a dos monémeros de Apo2L unidos
mediante enlace covalente a través de un enlace disulfuro. El término, segun se usa en este documento, incluye
dimeros de Apo2L que se mantienen libres y dimeros de Apo2L que estan en formas triméricas de Apo2L (es decir,
asociados con otro monémero de Apo2L).

[0030] El término “trimero de ligando de Apo2” o “trimero de Apo2L” se refiere a tres mondémeros de Apo2L que
estan asociados no covalentemente.

[0031] "Miembro de la familia de TNF" se utiliza en el sentido mas amplio para referirse a varios polipéptidos que
comparten cierta similitud con el factor de necrosis tumoral (TNF) con respecto a la estructura o la funcion. Ciertas
caracteristicas estructurales y funcionales asociadas con la familia de polipéptidos de TNF son conocidas en la
técnicas y estan descritas, por ejemplo, en la seccién anterior de Antecedentes de la invencién. Dichos polipéptidos
incluyendo, pero sin limitacién, aquellos polipéptidos referidos en la técnica como TNF-alfa, TNF-beta, ligando CD40,
ligando CD30, ligando CD27, ligando OX-40, ligando 4-1BB, ligando Apo-1 (también referido como ligando Fas o
ligando CD95), ligando Apo-2 (también referido como TRAIL), ligando Apo-3 (también referido como TWEAK),
APRIL, ligando OPG (también referido como ligando RANK, ODF, o TRANCE), y TALL-1 (también referido como
BlyS, BAFF o THANK) [Véase, por ejemplo, Gruss y Dower, Blood, 85:3378-3404 (1995); Pitti et al., J. Biol. Chem.,
271:12687-12690 (1996); Wiley et al., Immunity, 3:673-682 (1995); Browning et al., Cell, 72:847-856 (1993);
Armitage et al. Nature, 357:80-82 (1992), WO 97/01633 publicada el 16 de enero de 1997; WO 97/25428 publicada
el 17 de julio de 1997; Marsters et al., Curr. Biol., 8:525-528 (1998); Chicheportiche et al., Biol. Chem., 272:32401-
32410 (1997); Hahne et al., J. Exp. Med., 188:1185-1190 (1998); W098/28426 publicada el 2 de Julio de 1998;
WQ98/46751 publicada el 22 de octubre de 1998; WO/98/18921 publicada el 7 de mayo de 1998; Moore et al.,
Science, 285:260-263 (1999); Shu et al., J. Leukocyte Biol., 65:680 (1999); Schneider et al., J. Exp. Med., 189:1747-
1756 (1999); Mukhopadhyay et al., J. Biol. Chem., 274:15978-15981 (1999)].

[0032] EI término “epitopo etiquetado” cuando se usa en este documento, se refiere a un polipéptido quimérico que
comprende un ligando Apo-2, o una parte del mismo, fusionado con un “polipéptido etiqueta”. El polipéptido etiqueta
tiene suficientes residuos como para proporcionar un epitopo frente al que puede obtenerse un anticuerpo, aunque
también es suficientemente corto como para que no interfiera con la actividad del ligando Apo-2. El polipéptido
etiqueta preferiblemente también es suficientemente exclusivo como para que el anticuerpo no presente una
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reaccion cruzada con otros epitopos. Los polipéptidos etiqueta adecuados generalmente tienen al menos seis
residuos de aminoacido y, normalmente, entre aproximadamente 8 y aproximadamente 50 residuos de aminoacidos
(preferiblemente, de aproximadamente 10 a aproximadamente 20 residuos).

[0033] El término “iébn metdlico divalente” se refiera a un i6on metalico que tiene dos cargas positivas. Entre los
ejemplos de iones metdlicos divalentes para utilizar en la presente invencion se incluyen, pero sin limitaciones, cinc,
cobalto, niquel, cadmio, magnesio y manganeso. Entre las formas particulares de estos metales que pueden
emplearse se incluyen formas de sales (por ejemplo, formas de sales farmacéuticamente aceptables), tales como
cloruro, acetato, carbonato, citrato y sulfato de los iones metéalicos divalentes mencionados anteriormente. Un ion
metalico divalente preferido para su uso en la presente invencién es el cinc y, mas preferiblemente, la forma de sal,
sulfato de cinc. Los iones metdlicos divalentes, tal como se describen aqui, se utilizan preferiblemente en
concentraciones o cantidades (por ejemplo, cantidades efectivas) que son suficientes para, por ejemplo, (1)
aumentar la capacidad de almacenamiento de los trimeros de Apo-2L durante un periodo de tiempo deseado, (2)
aumentar la produccién o rendimiento de trimeros de Apo-2L en un cultivo de células recombinantes o método de
purificacion, (3) aumentar la solubilidad (o reducir la agregacion) de trimeros de Apo-2L, o (4) aumentar la formacion
de trimeros de Apo-2L.

[0034] "Aislado" cuando se usa para describir las diversas proteinas descritos en este documento, significa una
proteina que se ha identificado y separado y/o recuperado de un componente de su ambiente natural. Los
componentes contaminantes de su ambiente natural son materiales que normalmente interferirian con los usos
diagnostico o terapéutico de la proteina, y pueden incluir enzimas, hormonas y otros solutos proteicos o0 no
proteicos. En las realizaciones preferidas, la proteina se purificard (1) a un nivel suficiente para obtener al menos 15
residuos de la secuencia de aminoacidos del extremo N-terminal o internos usando un secuenciador de copa
giratoria, (2) hasta homogeneidad mediante PAGE-SDS en condiciones reductoras y no reductoras usando tincién
con azul de Coomassie o, preferiblemente, con plata. La proteina aislada incluye proteina in situ dentro de células
recombinantes, ya que no se presentard al menos un componente del ambiente natural del ligando Apo-2. Sin
embargo, generalmente, la proteina aislada se preparara mediante al menos una etapa de purificacion.

[0035] Una molécula de acido nucleico de ligando Apo-2 “aislada’ es una molécula de acido nucleico que se
identifica y separa de por lo menos una molécula de &cido nucleico contaminante con la que esta asociada
normalmente en la fuente natural del acido nucleico del ligando Apo-2. Una molécula de acido nucleico de ligando
Apo-2 aislada es diferente de la forma o disposiciéon en que se encuentra en la naturaleza. Por tanto, las moléculas
de &cido nucleico de ligando Apo-2 aisladas se diferencian de la molécula de &cido nucleico de ligando Apo-2 ya que
existe en células naturales. Sin embargo, una molécula de acido nucleico de ligando Apo-2 aislada incluye
moléculas de acido nucleico de ligando Apo-2 contenidas en células que normalmente expresan el ligando Apo-2
donde, por ejemplo, la molécula de acido nucleico esta en una localizacion cromosémica diferente de la de las
células naturales.

[0036] El “porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminoacidos” con respecto a las secuencias identificadas en
este documento se define como el porcentaje de residuos de aminoacidos en una secuencia candidata que son
idénticos a los residuos de aminoé&cidos en la secuencia de ligando Apo-2, tras alinear las secuencias e introducir
huecos, si es necesario, para conseguir el maximo porcentaje de identidad de secuencia y sin considerar ninguna
sustitucion conservadora como parte de la identidad de secuencia. El alineamiento con el fin de determinar el
porcentaje de identidad en la secuencia de aminoacidos puede conseguirse de diversas formas que estan dentro de
las habilidades de la técnica, pueden determinarse parametros apropiados para medir el alineamiento, incluyendo la
asignacion de algoritmos necesarios para lograr un alineamiento maximo a lo largo de las secuencias de longitud
completa que se estan comparando. A los fines expresados en este documento, los valores del porcentaje de
identidad de aminoacidos pueden obtenerse usando el programa de ordenador de comparaciéon de secuencias
ALIGN-2, que fue creado por Genentech, Inc. y cuyo cédigo fuente ha sido presentado con la documentacion del
usuario en la oficina de propiedad de derechos de autor de EE. UU., Washington, DC, 20559, registrado con el
ndamero de registro de derechos de autor de EE. UU. N ° TXU510087. El programa ALIGN-2 esta disponible al
publico a través de Genentech, Inc., South San Francisco, CA. Todos los parametros de comparacion de secuencias
estan establecidos en el programa ALIGN-2 y no varian.

[0037] El término “secuencias control” se refiere a secuencias de ADN necesarias para la expresion de una
secuencia codificante unida de forma operativa en un organismo huésped particular. Entre las secuencias control
gque son adecuadas para procariotas se incluyen, por ejemplo, un promotor, opcionalmente una secuencia operadora
y un sitio de union al ribosoma. Es sabido que las células eucariotas utilizan promotores, sefiales de poliadenilacién
y potenciadores.

[0038] El acido nucleico esta unido “de forma operativa” cuando esta colocado en una relacién funcional con otra
secuencia de acido nucleico. Por ejemplo, el ADN para una presecuencia o secuencia lider secretora se une de
forma operativa al ADN de un polipéptido si este se expresa como una preproteina que participa en la secrecion del
polipéptido; un promotor o un potenciador se une de forma operativa a una secuencia codificante si afecta a la
transcripcion de la secuencia; o un sitio de unién al ribosoma se une de forma operativa a una secuencia codificante
si se coloca de modo que facilita la traduccion. Generalmente, “unido de forma operativa” significa que las
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secuencias de ADN que se estan uniendo son contiguas y, en caso de una secuencia lider secretora, contiguas y en
fase de lectura. Sin embargo, no es necesario que los potenciadores estén contiguos. La unién se logra por
ligamiento a sitios de restriccion convenientes. Si estos sitios no existen, se usan adaptadores o enlazadores
oligonucleotidicos sintéticos de acuerdo con la practica convencional.

[0039] "Biol6gicamente activo” o “actividad biolégica” para los objetivos de la presente invencion significa (a) tener la
capacidad de inducir o estimular la apoptosis en por lo menos un tipo de células cancerosas de mamifero o células
infectadas viralmente in vivo o ex vivo; (b) capaz de desarrollar un anticuerpo, es decir, inmunogénico; (c) capaz de
unirse y/o estimular un receptor para Apo-2L; o (d) retener la actividad de un polipéptido Apo-2L nativo o natural.

[0040] Los términos “apoptosis” y “actividad apoptética” se usan en un sentido amplio y se refieren a la forma
ordenada o controlada de muerte celular en mamiferos que, normalmente, va acompafiada de uno o mas cambios
celulares caracteristicos, incluyendo condensacion del citoplasma, pérdida de microvellosidades de la membrana
plasmatica, segmentacion del nucleo, degradacion del ADN cromosdmico o pérdida de funcion mitocondrial. Esta
actividad puede determinarse y medirse, por ejemplo, mediante un ensayo de viabilidad celular analisis por FACS, o
electroporesis de ADN.

[0041] Los términos “cancer”, "canceroso” o “maligno” se refieren o describen la afeccion fisiolégica en mamiferos
que normalmente se caracteriza por crecimiento celular no regulado. Entre los ejemplos de cancer se incluye, pero
sin limitacion, carcinoma, linfoma, leucemia, blastoma y sarcoma. Mas ejemplos particulares de estos canceres son
carcinoma de célula escamosa, cancer pulmonar microcitico, cancer pulmonar no microcitico, glioma, cancer
gastrointestinal, cancer renal, cancer de ovario, cancer hepatico, cancer colorrectal, cancer de endometrio, cancer
de rifion, cancer de prostata, cancer de tiroides, neuroblastoma, cancer de pancreas, gioblastoma multiforme, cancer
de cuello de utero, cancer de estébmago, cancer de vejiga, hepatoma, cancer de mama, carcinoma de colon y cancer
de cabezay cuello.

[0042] Los términos “tratar”, “tratamiento” y “terapia” tal como se utiliza aqui se refieren a terapia curativa, terapia
profilactica y terapia preventiva.

[0043] El término “mamifero” tal como se utiliza aqui, se refiere a cualquier mamifero clasificado como mamifero,
incluyendo humanos, vacas, caballos, perros y gatos. En una realizacion preferida de la invencion, el mamifero es
humano.

Il. Composiciones y métodos de la invencién

[0044] Se ha descrito una citoquina nueva relacionada con la familia de ligando de TNF, la citoquina identificada aqui
como “ligando Apo-2". La secuencia de aminoacidos madura predicha de ligando Apo-2 humano contiene 281
aminoacidos y tiene un peso molecular calculado de aproximadamente 32,5 kDa. La ausencia de una secuencia
sefial y la presencia de una region hidrofébica interna sugiere que el ligando Apo-2 es una proteina transmembrana
de tipo Il. También se han descritos polipéptidos de ligando Apo-2 de dominio extracelular soluble. Véase, por
ejemplo, WO97/25428 publicada el 17 de julio de 1997. También se han descrito variantes sustitucionales de Apo-
2L. Se han utilizado técnicas de rastreo de alanina para identificar varias moléculas de variantes sustitucionales que
tienen actividad bioldgica. Las variantes sustitucionales particulares del ligando Apo-2 incluyen aquellas en que por
lo menos un aminoacido es sustituido por un residuo de alanina. Estas variantes sustitucionales se identifican, por
ejemplo, como "D203A"; "D218A" y "D269A". Esta nomenclatura se utiliza para identificar las variantes de ligando
Apo-2 en las que los residuos de acido aspartico en las posiciones 203, 218, y/o 269 (utilizando la numeracién
mostrada en la figura 1 (SEQ ID NO:1)) estan sustituidos por residuos de alanina. Opcionalmente, las variantes de
Apo-2L pueden comprender una o0 mas de las sustituciones de alanina que se indican en la Tabla | siguiente.

[0045] Ahora se proporciona la estructura cristalina de rayos X del dominio extracelular del ligando Apo-2 y se ha
realizado la mutagénesis de rastreo de alanina para proporcionar el mapeo de sus regiones de contacto de receptor.
La estructura obtenida para ligando Apo-2 revela una proteina homotrimérica que contiene un nuevo sitio de unioén a
ion metalico divalente (cinc) que coordina la interaccion de las tres subunidades de la molécula trimero de ligando
Apo-2.

[0046] La estructura de rayos X de Apo-2L se determind mediante sustitucion molecular utilizando un modelo de
TNF-alfa [Eck et al., J. Biol. Chem., 264:17595-17605 (1989)] y se refind hasta 3,9 Angstrom (para la forma de los
residuos 114-281) y 1,3 Angstrom (para la variante D218A; forma 92-281). Como otros miembros de la familia de
TNF, el Apo-2L parece comprender un trimero compacto formado de tres mondémeros arrollados que se entierran
aproximadamente 5100 Angstrom2 (1700 Angstrom2 por mondémero) para formar el trimero globular (véase la figura
2A). La posicion de las cadenas beta centrales estaba bien conservada en comparacién con otros miembros
estructuralmente caracterizados de la familia de TNF, TNf-alfa [Eck et al., supra: Jones et al., Nature, 338: 225-228
(1989)], TNF-beta [Eck et al., J. Biol. Chem., 267:2119-2122 (1992)], y CD40L [Karpusas et al., Structure, 3:1031-
1039 (1995)], con una r.m.s.d. de 0,8 Angstrom cuando se compara con las cadenas centrales de TNF-alfa o TNF-
beta. Ninguno de los residuos en la interfase del trimero de Apo-2L parece estar absolutamente conservado a lo
largo de las secuencias de todos los miembros de la familia de TNF humano actualmente conocidos; sin embargo,
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se conserva la naturaleza quimica hidrofébica de estos residuos. (Véase la figura 3). Los residuos conservados en el
grupo de interfase de trimeros de Apo-2L proximo a la base (la parte mas amplia del trimero) y a lo largo del eje de
tres pliegues. Préximas a la parte superior de la interfase del trimero de Apo-2L en la vecindad de Cys230, las
estructuras parecen divergir y la conformacion de los bucles de 190 y 230 son variables en cada estructura.

[0047] A diferencia del ndcleo de estructura beta, la estructura de los bucles y las superficies de union a receptor
varia considerablemente entre los miembros de la familia de TNF. Una diferencia entre la estructura del ligando Apo-
2 y las estructuras de TNF-alfa, TNF-beta, y CD40L son las conexiones entre las cadenas Ay A'. En TNF-alfa, TNF-
beta y CD40L, la cadena A va seguida de un bucle compacto. En el ligando Apo-2, una insercion de 15 residuos
alarga este bucle y altera su conformacion. La primera parte del bucle (residuos 131 a 141) esta desordenada,
mientras que la segunda parte del bucle (residuos 142 a 154) cruza la superficie de la molécula de una interfase
mondmero-monomero a la siguiente (véase la figura 2A) con una conformacion que se parece a CD40L en su parte
C-terminal.

[0048] Los solicitantes hallaron sorprendentemente un nuevo sitio de union a ion metdlico divalente (cinc) enterrado
cerca de la parte superior o la interfase de trimerizacién. Los miembros de la familia de TNF se pueden dividir
mediante andlisis de secuencia en tres grupos con respecto a Cys230: (1) proteinas, tales como TNF-alfa y ligando
Fas en que un residuo de cisteina en la posicion correspondiente a Cys230 esta acompafiado por otra cisteina en el
bucle adyacente (el bucle 194-203 en Apo-2L) con la que puede formar un puente disulfuro que impide que
interaccione con un ion metélico, (2) proteinas sin una cisteina correspondiente a Cys230 (tal como TNF-beta y
OPGL), y (3) proteinas que presentan sélo un residuo de cisteina correspondiente a Cys230. El Apo-2L y sus
ort6logos en otras especies cumplen con el ultimo criterio (Es decir, proteinas que tienen so6lo Cys230) y se espera
gue se unan a iones metalicos divalentes en la superficie del trimero. La conformacion de la cadena principal
inmediatamente antes de la Cys230 en Apo-2L difiere del disulfuro que contiene miembros de la familia de TNF,
tales como TNF-alfa y CD40L. En Apo-2L, la cadena lateral de Cys230 esté orientada hacia la interfase en lugar de
alejarse de la misma.

[0049] EI residuo Cys230 en cada mondmero de Apo-2L apunta hacia el interior hacia el eje del trimero y se
coordina con un ion metalico divalente conjuntamente con una molécula de disolvente interior. El sitio de union del
ion metdlico divalente muestra una geometria tetraédrica ligeramente distorsionada con enlaces y angulos
apropiados para un sitio de unién a cinc y es completamente inaccesible al disolvente (véase la figura 2B). La
identidad del metal unido se confirmé utilizando espectrometria de emision atomica son plasma acoplado
inductivamente (ICP-AES) (véase el Ejemplo 5). En un analisis cuantitativo para Cd, Co, Zn, Ni, y Cu utilizando ICP-
AES, se detectaron 0,79 moles de Zn y 0,06 moles de Co por molécula de trimero de Apo-2L demostrando que el
ion unido en la estructura era cinc en aproximadamente una proporcion molar de uno a uno (véase el ejemplo 5). La
importancia de este sitio se demostré6 mediante la observacion de que la sustituciéon de alanina de Cys230 daba
lugar a una actividad apoptotica disminuida en mas de 8 veces (véase el ejemplo 7). Ademas, la eliminacion del
metal unido del Apo-2L mediante didlisis frente a agentes quelantes daba lugar a un descenso de 7 veces en la
afinidad de DR5 y a un descenso de mas de 90 veces en la actividad apoptotica (véase el ejemplo 6). Tras la
eliminacion del Zn, las cisteinas eran propensas a la oxidacion y se formaron dimeros de Apo-2L unidos por disulfuro
que presentaban una actividad apoptética disminuida. Dado que el sitio de unién a metal parece estar enterrado en
la estructura del trimero de Apo-2L y no se espera que contacte con el receptor, los datos sugieren que la unién del
ion metalico divalente puede ser importante para mantener la estructura del trimero y la estabilidad de Apo-2L.

[0050] A efectos de mapear el sitio de unién a receptor de ligando Apo-2, se identificaron los residuos de aminoacido
importantes para la union a receptor y la actividad biolégica mediante mutagénesis de rastreo de alanina.
[Cunningham et al., Science, 244:1081-1085 (1989)]. Las sustituciones individuales de alanina en los residuos
Arg149, GIn205, Val207, Tyr216, Glu236, o Tyr237 dieron lugar a un descenso superior a 5 veces en la actividad
apoptoética en un bioensayo y mostraron una afinidad disminuida para los receptores (véanse los ejemplos 3y 4). La
unién de Apo-2L a DR4, DR5 y DcR2 estaba mas afectada por las sustituciones de alanina en los residuos GIn205,
Tyr216, Glu236, o Tyr237, que dieron lugar a una afinidad disminuida de por lo menos 5 veces contra los tres
receptores. Todas estas variantes con actividad apoptotica reducida también mostraron una union deficiente a DR4
0 DR5 (0 ambos), sugiriendo que la unién a receptor es necesaria para la actividad apoptética.

[0051] Las sustituciones de alanina en los residuos Asp218 y Asp269 dieron lugar a variantes de Apo-2L que tenian
una mayor actividad apoptotica. (Véase el ejemplo 4). El residuo Asp218 se localiza proximo Tyr216, que es uno de
los residuos requeridos para la actividad apoptética. La comparacion con la estructura Apo-2L (forma 114-281) de
baja resolucién sugiere que la conformacion del bucle 216-220 no parece alterarse significativamente por la
presencia de la mutacién D218A.

[0052] Cuando los resultados de los andlisis de mutagénesis se mapearon en la estructura de trimero de Apo-2L, se
hall6 que el epitopo funcional en Apo-2L para la unién a receptor y la actividad biolégica estaba localizado en la
superficie formada por la unién de dos monémeros (véase la figura 5), similar a TNF-beta. Un surco poco profundo
en la interfase mondmero-monémero forma el sitio de unién a receptor con ambos monémeros que contribuyen al
sitio de union. Los residuos Arg32, Tyr87, y Asp143 en TNF-alfa (correspondiente a los residuos de Apo-2L Arg158,
Tyr216, y Asp267) también contribuyen a la union al receptor de TNF. [Goh et al., Protein Engineering, 4:785-791
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(1991)]. En cambio, los residuos de TNF-alfa (correspondientes a los residuos GIn205, Glu236, y Tyr237 de Apo-2L)
juegan soélo un papel menor en la union a TNFR. De este modo, aunque para TNF-alfa la base de la estructura
trimérica realiza la contribucion mas importante a la union a receptor, en Apo-2L, los residuos de unién a receptor
importantes también se presentan en la parte superior de la estructura del trimero. El Apo-2L parece ser Unico entre
los miembros de la familia TNF de estructura conocida por tener una superficie de contacto mas grande y mas
extendida para la interaccién con sus receptores diana. Se cree que las variantes de Apo-2L preferidas
comprenderan residuos nativos (es decir, no estardn mutados) en las posiciones correspondientes a Arg149,
GIn205, Val207, Tyr216, Glu236, y/o Tyr237.

[0053] La siguiente descripcion se refiere a métodos de produccién de ligando Apo-2 mediante el cultivo de células
huésped transformadas o transfectadas con un vector que contiene el acido nucleico que codifica el ligando Apo-2 y
la recuperacion del polipéptido del cultivo celular.

[0054] EI ADN que codifica el ligando Apo-2 se puede obtener a partir de una biblioteca de ADNc preparada a partir
de tejido que se cree que posee el ARNm del ligando Apo-2 y expresarlo a un nivel detectable. Por consiguiente, el
ADN del ligando Apo-2 humano se puede obtener convenientemente a partir de una biblioteca de ADNc preparada a
partir de tejido humano, tal como la biblioteca de bacteriéfagos de ADNc de placenta humana tal como se describe
en WO97/25428. El gen que codifica el ligando Apo-2 también se puede obtener a partir de una biblioteca genémica
0 mediante sintesis de oligonucleoétidos.

[0055] Las bibliotecas se pueden cribar con sondas (tales como anticuerpos para el ligando Apo-2 u oligonucleétidos
de por lo menos aproximadamente 20-80 bases) disefiadas para identificar el gen de interés o la proteina codificada
por el mismo. El cribado del ADNc o biblioteca gendmica con la sonda seleccionada se puede realizar utilizando
procedimientos estandar, tal como se describe en Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (New
York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989). Un medio alternativo para aislar el gen que codifica el ligando
Apo-2 es utilizar la metodologia de PCR [Sambrook et al., supra; Dieffenbach et al., PCR Primer: A Laboratory
Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1995)].

[0056] Los fragmentos de la secuencia de aminoacidos o variantes del ligando Apo-2 se pueden preparar mediante
la introduccion de cambios de nucleétidos apropiados en el ADN del ligando Apo-2 o mediante la sintesis del
polipéptido de ligando Apo-2 deseado. Dichos fragmentos o variantes representan inserciones, sustituciones y/o
deleciones de residuos en uno o ambos extremos de la regién intracelular, la regién transmembrana o la region
extracelular, o de la secuencia de aminoacidos mostrada para el ligando Apo-2 de longitud completa en la figura 1
(SEQ ID NO:1). Cualquier combinacién de insercion, sustitucion y/o delecion se puede realizar para llegar a la
construccion final, siempre que la construccion final posea, por ejemplo, una actividad biol6gica deseada o actividad
apoptética tal como se define aqui. En una realizacion preferida, los fragmentos o variantes presentan por lo menos
aproximadamente el 80% de identidad de la secuencia de aminoacidos, mas preferiblemente, por lo menos
aproximadamente el 90% de identidad de la secuencia e incluso mas preferiblemente, por lo menos 95%, 96%, 97%,
98% 06 99% de identidad de la secuencia con las secuencias identificadas aqui para los dominios intracelulares,
transmembrana o extracelular del ligando Apo-2, o la secuencia de longitud completa para el ligando Apo-2. Los
cambios de aminoacidos también pueden alterar los procesos post-traduccionales del ligando Apo-2, tal como el
cambio en el nimero o la posicién de los sitios de glicosilacion o la alteracion de las caracteristicas de anclaje a la
membrana.

[0057] Las variaciones en la secuencia de ligando Apo-2 descrita anteriormente se pueden realizar utilizando
cualquiera de las técnicas y directrices para mutaciones conservativas y no conservativas establecidas en la patente
de Estados Unidos No. 5,364,934. Estas incluyen mutagénesis mediada por oligonucledtido (dirigida de sitio),
rastreo de alanina y mutagénesis por PCR.

[0058] El andlisis del rastreo de aminoacidos se puede utilizar para identificar uno 0 mas aminoacidos a lo largo de
una secuencia contigua. Entre los aminoacidos de rastreo preferidos estan los aminoacidos neutros relativamente
pequefios. Dichos aminoacidos incluyen alanina, glicina, serina y cisteina. La alanina es habitualmente un
aminoéacido de rastreo preferido entre este grupo ya que elimina la cadena lateral mas alla del carbono beta y es
menos probable que altere la conformacion de la cadena principal de la variante. [Cunningham et al., Science,
244:1081.(1989)]. La alanina también es habitualmente preferida porque es el aminoacido mas comun. Ademas, se
halla frecuentemente en posiciones enterradas y expuestas. [Creighton, The Proteins, (W.H. Freeman & Co., NY);
Chothia, J. Mol. Biol., 150:1 (1976)].

[0059] Las variantes de Apo-2L particulares descritas aqui incluyen aquellos polipéptidos Apo-2L que incluyen una o
mas de las sustituciones de alanina indicadas proporcionadas en la Tabla | siguiente. Dichas variantes de Apo-2L
comprenderan habitualmente una secuencia de aminoacidos no natural que difiere de una secuencia de
aminoacidos de Apo-2L nativa (tal como la provista en la figura 1; SEQ ID NO:1, para una forma de longitud
completa o madura de Apo-2L o una secuencia de dominio extracelular de la misma) en por lo menos uno o mas
aminoacidos. Opcionalmente, el uno o mas aminoéacidos que difieren en la variante de Apo-2L en comparacion con
Apo-2L nativo comprendera una sustitucion o sustituciones de aminoacidos, tales como los indicados en la Tabla I.
Las variantes de Apo-2L incluyen variantes de Apo-2L solubles que comprenden los residuos 91-281, 92-281, 95-
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281 0 114-281 de la figura 1 (SEQ ID NO:1) y que tienen una o mas sustituciones de aminoécidos indicados en la
Tabla I. Las variantes de Apo-2L preferidas incluiran las variantes que comprenden residuos 91-281, 92-281, 95-281
0 114-281 de la figura 1 (SEQ ID NO:1) y que tiene una o mas sustituciones de aminoacidos indicadas en la Tabla |
gue aumentan la actividad bioldgica, tal como la unién a receptor.

[0060] Las variaciones en la secuencia de ligando Apo-2 también incluidas aqui se refieren a derivados amino
terminales o formas modificadas. Dichas secuencias de ligando Apo-2 incluyen cualquiera de los polipéptidos de
ligando Apo-2 aqui descritos que tienen una metionina o metionina modificada (tal como formil metionilo u otra
especie de metionilo bloqueado) en el N-terminal de la secuencia polipeptidica.

[0061] El acido nucleico (por ejemplo, ADNc o ADN gendmico) que codifica el ligando Apo-2 nativo o variante se
puede insertar en un vector replicable para la clonaciéon posterior (amplificaciéon del ADN) o para la expresion.
Existen varios vectores publicamente disponibles. Los componentes del vector incluyen en general, pero sin
limitacion, uno o méas de los siguientes: una secuencia sefial, un origen de replicacion, uno o mas genes
marcadores, un elemento potenciador, un promotor, y una secuencia terminadora de transcripcion, cada una de las
cuales se describe a continuacion. Las secuencias sefial, origenes de replicacién, genes marcadores, elementos
potenciadores y secuencias terminadoras de la transcripcion opcionales que se pueden utilizar son conocidos en la
técnica y se describen con més detalle en WO97/25428.

[0062] Los vectores de expresion y clonacion contienen normalmente un promotor que es reconocido por el
organismo huésped y estd unido operativamente a la secuencia de &cidos nucleicos del ligando Apo-2. Los
promotores son secuencias no traducidas localizadas en direccion 5’ con respecto al coddn de inicio de un gen
estructural (generalmente en aproximadamente 100 a 1000 pb) que controlan la transcripcion y la traduccién de una
secuencia de acido nucleico particular, tal como la secuencia de acido nucleico del ligando Apo-2, a la que estan
unidos operativamente. Dichos promotores se encuentran habitualmente en dos clases, inducible y constitutivo. Los
promotores inducibles son promotores que inician los niveles incrementados de la transcripcion a partir de ADN bajo
su control en respuesta a algin cambio en las condiciones de cultivo, por ejemplo, la presencia o ausencia de un
nutriente o un cambio en la temperatura. Actualmente, se conocen un gran namero de promotores reconocidos por
una variedad de potenciales células huésped. Estos promotores estan unidos operativamente a ADN que codifica el
ligando Apo-2 mediante la eliminacion del promotor del ADN de origen con la digestion con enzimas de restriccion y
la insercion de la secuencia del promotor aislado en el vector. La secuencia de promotor nativo del ligando Apo-2 y
muchos promotores heter6logos se pueden utilizar para dirigir la amplificacion y/o expresion del ADN del ligando de
Apo-2.

[0063] Los promotores adecuados para utilizar con huéspedes procariotas y eucariotas son conocidos en la técnica y
se describen con més detalle en WO97/25428.

[0064] Un método preferido para la produccion de APO-2L soluble en E. coli utiliza un promotor inducible para la
regulacion de la expresion del producto. La utilizacion de un promotor inducible controlable permite el crecimiento del
cultivo hasta la densidad celular deseable antes de la induccién de la expresion del producto y la acumulacion de
cantidades significativas de producto que pueden no ser bien toleradas por el huésped.

[0065] Se han evaluado tres sistemas de promotores inducibles (T7 polimerasa, trp y fosfatasa alcalina (AP)) por los
solicitantes para la expresién de Apo-2L (forma 114-281). La utilizacion de cada uno de estos tres promotores dio
lugar a la recuperacion de cantidades significativas de trimero Apo-2L soluble biolégicamente activo de la pasta
celular recogida. El promotor AP es preferido entre estos tres sistemas de promotores inducibles analizados debido
al control de promotor més ajustado y la densidad celular més elevada y los titulos alcanzados en la pasta celular
recogida.

[0066] La construccion de vectores adecuados que contienen uno o mas de los componentes indicados
anteriormente utiliza técnicas de unién estandar. Los plasmidos o fragmentos de ADN aislados se separan, se
ajustan y se religan en la forma deseada para generar los plasmidos requeridos.

[0067] Para el andlisis para confirmar que las secuencias son correctas en los plasmidos construidos, se pueden
utilizar mezclas de ligacion para transformar la cepa 294 de E. coli K12 (ATCC 31.446) y los transformantes
satisfactorios se seleccionan por su resistencia a la ampicilina o tetraciclina cuando sea adecuado. Los plasmidos de
los transformantes se preparan, analizan mediante digestién con endonucleasas de restriccion, y/o se secuencian
utilizando técnicas estandar conocidas en la técnica. [Véase, por ejemplo, Messing et al., Nucleic Acids Res., 9:309
(1981); Maxam et al., Methods in Enzymology 65:499 (1980)].

[0068] Se pueden utilizar vectores de expresion que proporcionan la expresion transitoria en células de mamiferos
del DNA que codifica el ligando Apo-2. Por lo general, la expresion transitoria implica la utilizacién de un vector de
expresion que sea capaz de replicarse eficientemente en una célula huésped, de manera que dicha célula huésped
acumula muchas copias del vector de expresion y, a su vez, sintetice niveles elevados de un polipéptido deseado
codificado por el vector de expresion. [Sambrook et al., supra]. Los sistemas de expresion transitoria, que
comprenden un vector de expresion adecuado y una célula huésped, permiten la identificacién positiva conveniente
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de los polipéptidos codificados por los ADN clonados, asi como el rastreo rapido de dichos polipéptidos por sus
propiedades biolégicas o fisiolégicas. De este modo, los sistemas de expresion transitoria son de particular utilidad
en la invencion con propoésitos de identificar analogos y variantes del ligando Apo-2 que son ligandos Apo-2
biolégicamente activos.

[0069] Otros métodos, vectores y células huésped adecuados para la adaptacion a la sintesis de ligando Apo-2 en
cultivo celular de vertebrado recombinante se describen en Gething et al., Nature, 293:620-625 (1981); Mantei et al.,
Nature, 281:40-46 (1979); EP 117,060; y EP 117,058.

[0070] Las células huésped adecuadas para la clonacion o la expresion de ADN en los vectores del presente
documento incluyen células procariotas, levaduras o eucariotas superiores. Las procariotas adecuadas para este
propdsito incluyen, sin limitacion, las eubacterias, tales como los organismos Gram-negativos o Gram-positivos, por
ejemplo, las enterobacteridceas como Escherichia, por ejemplo, E. coli, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Proteus,
Salmonella, por ejemplo, Salmonella typhimurium, Serratia, por ejemplo, Serratia marcescans y Shigella, asi como
Bacilli, tal como B. subtilis y B. licheniformis (por ejemplo, B. licheniformis 41P descrito en la patente DD 26-6.710,
publicada el 12 de Abril de 1989). Pseudomonas, tal como P. aeruginosa, y Streptomyces. Preferiblemente, la célula
huésped debe secretar cantidades minimas de enzimas proteoliticas.

[0071] E. coli es la célula huésped preferida para utilizar. E. Coli es particularmente adecuada para la expresién del
ligando Apo-2 (forma 114-281), un polipéptido de menos de 20 kd de tamafio sin necesidad de glicosilacién. Como
huésped de produccion, la E. Coli se puede cultivar hasta una densidad celular relativamente elevada y es capaz de
producir niveles relativamente elevados de proteinas heterdlogas.

[0072] Ademas de los procariotas, los microbios eucariotas, tales como los hongos filamentosos o la levadura, son
huéspedes de clonacidn o expresién adecuados para vectores que codifican el ligando Apo-2. Las células huésped
adecuadas para la expresion de ligando Apo-2 glicosilado derivan de organismo multicelulares. Ejemplos de dichas
células huésped, incluyendo células CHO, se describen adicionalmente en WO97/25428.

[0073] Las células huésped se transfectan y preferiblemente se transforman con los vectores de expresién o
clonacion descritos anteriormente para la produccion de ligando Apo-2L y se cultivan en medio nutriente modificado
segun sea apropiado para inducir promotores, seleccionar transformantes o amplificar los genes que codifican las
secuencias deseadas.

[0074] La transfeccion se refiere a la captacion de un vector de expresion por una célula huésped aunque se
expresen o0 no alguna secuencia codificante. Son conocidos numerosos métodos de transfeccidn por los expertos en
la materia, por ejemplo, CaPOQ, y electroporacién. La transfeccion satisfactoria es reconocida en general cuando
cualquier indicacion de la operacion de este vector tiene lugar en la célula huésped.

[0075] La transformacion significa introducir ADN en un organismo, de manera que el ADN sea replicable, ya sea
como elemento extracromosémico o mediante integrante cromosoémico. Dependiendo de la célula huésped utilizada,
la transformacion se realiza utilizando técnicas estandar apropiadas para dichas células. El tratamiento con calcio
que utiliza cloruro de calcio, tal como se describe en Sambrook et al., supra, o la electroporacion, se utilizan en
general para procariotas u otras células que contienen barreras de paredes celulares sustanciales. La infeccion con
Agrobacterium tumefaciens se utiliza para la transformacion de ciertas células vegetales, tal como se describe por
Shaw et al., Gene, 23:315 (1983) y WO 89/05859 publicada el 29 de junio de 1989. Ademas, las plantas se pueden
transfectar utilizando tratamiento con ultrasonidos tal como se describe en WO 91/00358 publicada el 10 de enero
de 1991.

[0076] Para las células de mamiferos sin dichas paredes celulares, se puede utilizar el procedimiento de
precipitacion con fosfato célcico de Graham y van der Eb, Virology, 52: 456-457 (1978). En la
Patente de Estados Unidos No. 4.399.216 se han descrito aspectos generales de transformaciones de sistemas de
células huésped de mamiferos. Las transformaciones en la levadura se llevan a cabo habitualmente segun el
procedimiento de Van Solingen et al., J. Bact., 130: 946 (1977) y Hsiao et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 76: 3829
(1979). Sin embargo, también se pueden utilizar otros procedimientos para introducir ADN en células, tales como
mediante microinyeccion nuclear, electroporacion, fusion de protoplasto bacteriano con células intactas, o
policationes, por ejemplo, polibreno, poliornitina. Para varias técnicas para transformar células de mamifero, ver
Keown et al., Methods in enzymology, 185:527-537 (1990) y Manssur et al., Nature, 336. 348-352 (1988).

[0077] Las células procariotas utilizadas para producir el ligando Apo-2 se pueden cultivar en un medio de cultivo
adecuado tal como se describe en general en Sambrook et al., supra. Las formas particulares de medios de cultivo
que se pueden utilizar para cultivar E. Coli se describen adicionalmente en los siguientes ejemplos. Las células
huésped de mamifero utilizadas para producir ligando Apo-2 se pueden cultivar en una serie de medios de cultivo.

[0078] Entre los ejemplos de medios de cultivo disponibles comercialmente se incluyen F10 de Ham (Sigma), Medio

Esencial Minimo ("MEM", Sigma), RPMI-1640 (Sigma), y Medio de Eagle modificado por Dulbecco ("DMEM",
Sigma). Cualquiera de dichos medios se puede complementar, segin sea necesario, con hormonas y/u otros
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factores de crecimiento (tales como insulina, transferrina o factor de crecimiento epidérmico(, sales (tales como
cloruro de sodio, calcio, magnesio y fosfato), tampones (tales como HEPES). Nucleésidos (tales como adenosina y
timidina), antibidticos (tales como el farmaco Contamycin™), elementos traza (definidos como compuestos
inorganicos normalmente presentes en concentraciones finales en el rango micromolar), y glucosa o una fuente de
energia equivalente. También se puede incluir cualquier otro complemento necesario en las concentraciones
apropiadas que serian conocidas para los expertos en la materia. Las condiciones de cultivo, tales como la
temperatura, pH y similares, son las utilizadas previamente con la célula huésped seleccionada para la expresion y
seran evidentes para los expertos en la materia.

[0079] En general, los principios, protocolos y técnicas practicas para maximizar la productividad de los cultivos de
células de mamifero se pueden hallar en Mammalian Cell Biotechnology, A Practical Approach, M. Butler, ed. (IRL
Press, 1991).

[0080] Segun con la presente invencién tal como se define en las reivindicaciones, se afiadiran o incluiran
normalmente uno o mas iones metalicos divalentes en los medios de cultivo para cultivar o fermentar las células
huésped. Los iones metalicos divalentes estan presentes o se afiaden preferiblemente a los medios de cultivo a un
nivel de concentracion suficiente para aumentar la estabilidad de almacenamiento, aumentar la solubilidad o ayudar
en la formacion de trimeros de Apo-2L estables coordinados por uno o mas iones de cinc. La cantidad de iones
metalicos divalentes que se pueden afiadir dependera, en parte, de la densidad de la célula huésped en el cultivo o
la potencial sensibilidad de la célula huésped a dichos iones metalicos divalentes. A densidades de célula huésped
mas elevadas en el cultivo, puede ser beneficioso incrementar la concentracion de iones metélicos divalentes. Si los
iones metdlicos divalentes se afiaden durante o después de la expresién de un producto por las célula huésped,
puede ser deseable ajustar o incrementar la concentracion de iones metalicos divalentes a medida que aumenta la
expresion del producto por las células huésped. Se cree, en general, que los niveles traza de iones metdlicos
divalentes que pueden estar presentes en medios de cultivo celular disponibles habitualmente pueden no ser
suficientes para la formacion de trimeros estables. De este modo, se prefiere la adicion de cantidades adicionales de
iones metalicos divalentes tal como se describen aqui.

[0081] Los iones metalicos divalentes se afiaden preferiblemente a los medios de cultivo en una concentracion que
no afecta de manera adversa o negativa al crecimiento de células huésped, si los iones metalicos divalentes se
afaden durante la fase de crecimiento de las células huésped en el cultivo. En cultivos en matraces de agitacion, se
observd que el ZnSO, afiadido a concentraciones superiores a 1 mM puede dar lugar a una menor densidad de
células huésped. Los expertos en la materia entienden que las células bacterianas pueden secuestrar iones
metalicos de manera eficaz mediante la formaciéon de complejos de iones metélicos con matrices celulares. De este
modo, en los cultivos celulares, es preferible afiadir los iones metalicos divalentes seleccionados a los medios de
cultivo después de la fase de crecimiento (después de conseguir la densidad de célula huésped deseada) o justo
antes de la expresion del producto por las célula huésped. Para asegurar que estan presentes cantidades suficientes
de iones metalicos divalentes, se pueden afiadir o alimentar iones metdlicos divalentes adicionales a los medios de
cultivo celular durante la fase de expresién del producto.

[0082] La concentracion de iones metalicos divalentes en los medios de cultivo no debe exceder la concentracion
gque puede ser perjudicial o tdxica para las células huésped. En los métodos que utilizan la célula huésped, E. col, se
prefiere que la concentracion de ion metdlico divalente en los medios de cultivo no supere aproximadamente 1 mM
(preferiblemente, < 1mM). Segun la presente invencion, la concentracion de iones metalicos divalente en los medios
de cultivo es de aproximadamente 50 micromolar a aproximadamente 250 micromolar. Lo mas preferiblemente, el
ion metalico divalente utilizado en dichos métodos es sulfato de cinc.
Es deseable afiadir los iones metdlicos divalentes al cultivo celular en una cantidad en la que los iones metalicos y el
trimero de ligando Apo-2 pueden estar presentes en una proporcion molar de uno a uno.

[0083] Los iones metalicos divalentes se pueden afadir al cultivo celular en cualquier forma aceptable. Por ejemplo,
una solucién del ion metélico se puede fabricar utilizando agua, y a continuacion se puede afiadir o alimentar el
medio de cultivo con la solucion del ion metélico divalente.

[0084] En un aspecto de la presente invencién, el Apo-2L seleccionado (forma 114-281) se expresa en E. coli, y
durante el cultivo o la fermentaciéon del cultivo celular, se fijan los parametros del proceso, de manera que las
actividades celulares se realizan a velocidades de captacion de oxigeno de aproximadamente 1,0 a 3,0 mmoles/L-
min para cultivos a aproximadamente 40-50 g/L de peso celular en seco. Se prefiere que los polipéptidos Apo-2L
recién sintetizados tengan suficiente tiempo para el plegamiento correcto de las proteinas y la trimerizaciéon de
monodmeros de Apo-2L. La fase de crecimiento del proceso de fermentacion se realiza preferiblemente a 30°C. Justo
antes del inicio de la expresién del producto, el punto fijado de control de la temperatura del proceso puede
permanecer a 30°C o disminuir hasta 25°C para el resto de la fermentacion. Opcionalmente, se puede desear
incrementar la densidad celular en el cultivo celular y, por consiguiente, los parAmetros mencionados anteriormente
se pueden ajustar (o incrementar). Por ejemplo, puede ser ventajoso incrementar la densidad celular en el cultivo
celular para incrementar el rendimiento volumétrico. Un experto en la materia, mediante técnicas rutinarias
conocidas en el sector, puede incrementar de manera gradual la densidad celular e incrementar de manera gradual
los pardmetros mencionados anteriormente, si se desea.
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[0085] La expresion del Apo-2L se puede medir en una muestra directamente, por ejemplo, mediante transferencia
Southern, transferencia Northern para cuantificar la transcripcion de ARNm [Thomas, Proc. Natl. Acad. Sci, USA,
77:5201-5205 (1980)], transferencia de puntos (andlisis de ADN) o hibridacién in situ convencionales, utilizando una
sonda marcada apropiadamente, en base a las secuencias Eroporcionadas aqui. Se pueden utilizar varios
marcadores, mas normalmente radioisétopos, y particularmente ¥p_ Sin embargo, también se pueden utilizar otras
técnicas, tales como la utilizaciéon de nucleétidos modificados con biotina para la introduccién en un polinucledtido. A
continuacion, la biotina sirve como sitio para la unién a avidita o anticuerpos, que pueden estar marcados con una
amplia variedad de marcadores, tales como radionucledtidos, agentes fluorescentes o enzimas. Alternativamente, se
pueden utilizar anticuerpos que pueden reconocer cadenas dobles especificas, incluyendo cadenas dobles de ADN,
cadenas dobles de ARN y cadenas dobles hibridas de ADN y ARN o cadenas dobles de ADN-proteina. Los
anticuerpos, a su vez, se pueden marcar y el ensayo se puede llevar a cabo cuando la cadena doble se une a una
superficie, de manera que tras la formacion de la doble cadena en la superficie, se puede detectar la presencia de
anticuerpo unido a la doble cadena.

[0086] Alternativamente, la expresion génica se puede medir mediante métodos inmunoldgicos, tales como tincion
inmunohistoquimica de células o secciones de tejido, y ensayo del cultivo celular o fluidos biol6gicos, para cuantificar
directamente la expresion del producto génico. Con las técnicas de tincién inmunohistoquimica, se prepara una
muestra de células, habitualmente mediante deshidratacion y fijacion, seguido de una reaccion con anticuerpos
marcados especificos para el producto génico acoplado, donde los marcadores son normalmente visualmente
detectables, tales como marcadores enzimaticos, marcadores fluorescentes, marcadores luminiscentes y similares.

[0087] Los anticuerpos (utiles para la tincion inmunohistoquimica y/o el ensayo de fluidos de muestra pueden ser
monoclonales o policlonales y se pueden preparar en cualquier mamifero. De manera conveniente, los anticuerpos
se pueden preparar contra un polipéptido ligando Apo-2 nativo o0 contra un péptido sintético basado en las
secuencias de ADN proporcionadas aqui 0 contra una secuencia exdgena fusionada a ADN de ligando Apo-2 y que
codifica un epitopo de anticuerpo especifico.

[0088] El ligando Apo-2 se recupera preferiblemente del medio de cultivo como un polipéptido secretado, aunque
también se puede recuperar de los lisados de las células huésped cuando se produce directamente sin una sefial
secretora. Si el ligando Apo-2 esta unido a membrana, se puede liberar de la membrana utilizando una solucién de
detergente adecuada (por ejemplo, Triton-X 100) o se puede liberar su region extracelular mediante separacion
enzimética.

[0089] Cuando el ligando Apo-2 se produce en una célula recombinante distinta a la de origen humano, el ligando
Apo-2 esté libre de proteinas o polipéptidos de origen humano. Sin embargo, normalmente es necesario recuperar o
purificar el ligando Apo-2 de proteinas o polipéptidos de células recombinantes para obtener preparaciones que sean
sustancialmente homogéneas con el ligando Apo-2. En una primera etapa, el medio de cultivo o lisado se puede
centrifugar para eliminar los restos celulares particulados. El ligando Apo-2 se purifica a continuacion de proteinas y
polipéptidos solubles contaminantes, siguiendo los procedimientos que se exponen a continuacion a modo de
ejemplo de procedimientos de purificacién adecuados: mediante fraccionamiento en columnas de intercambio i6nico;
precipitacion con etanol; HPLC de fase inversa; cromatografia en silice o resina de intercambio catidbnico como
DEAE o CM; cromatoenfoque; SDS-PAGE; precipitacion con sulfato aménico; filtracion en gel utilizando, por
ejemplo, Sephadex G-75; diafiltracién y columnas de Sefarosa-Proteina A para eliminar contaminantes, tales como
IgG. En una realizaciéon preferida, el ligando Apo-2 se puede aislar mediante cromatografia de afinidad. Los
fragmentos de ligando Apo-2 o variantes en que los residuos se han eliminado, insertado o sustituido se recuperan
de la misma manera que el ligando Apo-2 nativo, teniendo en cuenta cualquier cambio sustancial en propiedades
ocasionadas por la variacion. Por ejemplo, la preparacion de una fusion de ligando Apo-2 con otra proteina o
polipéptido, por ejemplo, un antigeno bacteriano o viral, facilita la purificacién; se puede utilizar una columna de
inmunoafinidad que contiene anticuerpo para el antigeno para adsorber el polipéptido de fusion.

[0090] Un inhibidor de proteasa, tal como fluoruro de fenil metil sulfonilo (PMSF), también se puede utilizar para
inhibir la degradacién proteolitica durante la purificacion y se pueden incluir antibiéticos para evitar el crecimiento de
contaminantes accidentales. Un experto en la materia entendera que los métodos de purificacion adecuados para el
ligando Apo-2 nativo pueden requerir la modificacion para justificar los cambios en el caracter del ligando Apo-2 o
sus variantes tras la expresion en cultivo celular recombinante.

[0091] Durante cualquiera de dichas etapas de purificacion, puede ser deseable exponer el Apo-2L recuperado a
una solucion que contiene iones metalicos divalente o a material purificado (tal como un medio de cromatografia o
soporte) que contiene uno 0 mas iones metalicos divalentes. En una realizacién preferida, los iones metalicos
divalentes y/o el agente reductor se utilizan durante la recuperacion o la purificacion del Apo-2L. Opcionalmente,
tanto los iones metalicos divalentes como el agente reductor, tal como DTT o BME, se pueden utilizar durante la
recuperacion o purificacion del Apo-2L. Se cree que la utilizacion de iones metdlicos divalentes durante la
recuperacion o purificacién proporcionara la estabilidad del trimero de Apo-2L o conservara el trimero de Apo-2L
formado durante la etapa de cultivo celular.
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[0092] Un método preferido de recuperacion y purificacion del APO-2L expresado a partir de células huésped
procariotas (lo mas preferible de células huésped bacterianas) comprende las siguientes etapas: (a) extraer Apo-2L
(intracelular) de células de E. coli; (b) estabilizar el Apo-2L plegado correctamente en una solucion tampén que
comprende iones metdlicos divalentes y/o un agente reductor; (c) purificar el Apo-2L mediante cromatografia
utilizando, secuencialmente, un cromatografo intercambiador catiénico, de hidroxiapatita y de interaccion hidrofébica,
y (d) eluir selectivamente Apo-2L en una solucién tampén que comprende iones metdlicos divalentes y/o agente
reductor de cada uno de dichos soportes cromatogréaficos. Los iones metalicos divalentes y el agente reductor
utilizado en dichos métodos pueden incluir un sulfato de Zn, cloruro de ZN, sulfato de Co, DTT y BME, y més
preferiblemente, un sulfato de Zn o DTT. Una descripcion més detallada de este proceso de recuperacion y
purificacién es proporciona en el ejemplo 8 siguiente.

[0093] Tal como se ha descrito anteriormente, dichos métodos son aplicables y (tiles para otras proteinas, ademas
de Apo-2L, que presentan actividad mejorada cuando estan en una forma trimerizada o que requieren trimerizacion
de la proteina para la actividad.

[0094] Las formulaciones que comprenden ligando Apo-2 y uno o mas iones metalicos divalentes también se
proporcionan en la presente invencién tal como se define en las reivindicaciones. Se cree que dichas formulaciones
seran particularmente adecuadas para el almacenamiento (y mantener la trimerizacion de Apo-2L), asi como para la
administracion terapéutica. Las formulaciones preferidas comprenderan Apo-2L y cinc. Mas preferiblemente, la
formulacion comprendera una solucion de Apo-2L y cinc en que el metal esta en una proporcién molar con respecto
a la proteina inferior a 2X. Si se desea una suspension acuosa, el ion metalico divalente en la formulacion puede ser
una proporcion molar con respecto a la proteina superior a 2x. Utilizando sulfato de cinc, los solicitantes han hallado
gue Apo-2L (forma 114-281) precipita y forma una suspension acuosa a aproximadamente una concentracion de
100 mM de sulfato de cinc en la formulacién. Los expertos en la materia entenderan que a una proporciéon molar
superior a 2X, puede haber un intervalo superior de concentracioén del ion metélico divalente en la formulacion en la
que el metal se vuelve perjudicial para la formulacién seria indeseable como formulacién terapéutica.

[0095] Las formulaciones se pueden preparar mediante técnicas conocidas. Por ejemplo, la formulacion de Apo-2L
se puede preparar mediante intercambio de tampones en una columna de filtracion de gel.

[0096] Normalmente, se utiliza una cantidad apropiada de una sal farmacéuticamente aceptable en la formulacion
para hacer que la formulaciéon sea isoténica. Entre los ejemplos de portadores farmacéuticamente aceptables se
incluyen solucidn salina, solucion de Ringer y solucion de dextrosa. El pH de la formulacion es preferiblemente de
aproximadamente 6 a aproximadamente 9, y mas preferiblemente de aproximadamente 7 a aproximadamente 7,5.
Preferiblemente, el pH se selecciona de manera que se asegura que el cinc permanezca unido al Apo-2L. Si el pH
es demasiado elevado o demasiado bajo, el cinco no permanece unido al Apo-2L y como resultado, tenderan a
formarse dimero de Apo-2L. Sera evidente para los expertos en la materia que ciertos portadores pueden ser mas
preferibles dependiendo de, por ejemplo, la ruta de administracion y las concentraciones de ligando Apo-2 y los
iones metalicos divalentes.

[0097] Los compuestos terapéuticos del Apo-2L se pueden preparar mediante la mezcla de la molécula de Apo-2L
deseada que tienen el grado deseado de pureza con portadores, excipientes o estabilizantes opcionales
farmacéuticamente aceptables (Remington’s Pharmaceutical Sciences 16® Edicion, Osol, A. Ed. (1980)), en forma de
formulaciones liofilizadas, soluciones acuosas 0 suspensiones acuosas. Los portadores, excipientes o estabilizantes
aceptables son preferiblemente no téxicos para los receptores en las dosis y concentraciones utilizadas, e incluyen
tampones, tales como Tris, HEPES, PIPES, fosfato, citrato, y otros acidos organicos; antioxidantes que incluyen
acido ascorbico y metionina; conservantes (tales como, cloruro de octadecildimetilbencil amonio; cloruro de
hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de benzetonio; fenol, alcohol butilico o bencilico; alquil parabens, tales
como metil o propil paraben; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de peso
molecular bajo (inferior a aproximadamente 10 residuos); proteinas, tales como albimina de suero, gelatina, o
inmunoglobulinas; polimeros hidrofilicos, tales como polivinilpirrolidona; amino&cidos, tales como glicina, glutamina,
asparagina, histidina, arginina o lisina; monosacaridos, disacéaridos y otros carbohidratos que incluyen glucosa,
manosa o dextrinas; azucares, tales como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones formadores de sales,
tales como sodio; y/o tensoactivos no i6énicos, tales como TWEEN™, PLURONICS™ o polietilenglicol (PEG).

[0098] Entre ejemplos adicionales de dichos portadores se incluyen intercambiadores iénicos, alimina, estearato de
aluminio, lecitina, proteinas del suero, tales como albumina de suero humano, sustancias tampon, tales como
glicina, acido sorbico, sorbato de potasio, mezclas de glicéridos parciales de &cidos grasos vegetales saturados,
agua, sales o electrolitos, tales como sulfato de protamina, hidrogenofosfato de disodio, hidrogenofosfato de potasio,
cloruro de sodio, silice coloidal, trisilicato de magnesio, polivinil pirrolidona y sustancias basadas en celulosa. Los
portadores para formas topicas o basadas en gel incluyen polisacaridos, tales como carboximetilcelulosa sédica o
metilcelulosa, polivinilpirrolidona, poliacrilatos, polimeros en bloque de polioxietileno-polioxipropileno, polietilenglicol
y alcoholes de cera de madera. Para todas las administraciones, se utilizan de manera adecuada formas de
depdsitos convencionales. Dichas formas incluyen, por ejemplo, microcapsulas, nanocapsulas, liposomas,
esparadrapo, formas de inhalacién, pulverizadores nasales, comprimidos sublinguales y preparaciones de liberacion
controlada.
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[0099] Las dosis eficaces de ligando Apo-2 en las formulaciones se pueden determinar empiricamente y la
realizaciéon de dichas determinaciones se encuentran en la capacidad de la técnica. Actualmente se cree que una
dosis o cantidad eficaz de ligando Apo-2 puede variar desde aproximadamente 1 microgramo/kg a aproximadamente
100 mg/kg de peso corporal o mas por dia. El escalado entre especies de las dosis se puede realizar de una manera
conocida en la técnica, por ejemplo, tal como se describe en Mordenti et al., Pharmaceut. Res., 8:135 (1991). Los
expertos en la materia entenderan que la dosis de ligando Apo-2 que se debe administrar variara dependiendo de,
por ejemplo, el mamifero que recibira el ligando Apo-2, la ruta de administracién, y otros farmacos o terapias que se
administran al mamifero.

[0100] EI Apo-2L a utilizar en la administracion in vivo debe ser estéril. Esto se realiza facilmente mediante filtracion
a través de membranas de filtracion estériles, antes o después de la liofilizacion o reconstitucion. El Apo-2L
normalmente se almacenara en forma liofilizada o en solucidn si se administra de manera sistemética. Si esta en
forma liofilizada, el Apo-2L se formula normalmente en combinacién con otros ingredientes para la reconstitucion con
un diluente apropiado en el momento para su uso. Un ejemplo de una formulacion liquida de Apo-2L es una solucion
no conservada incolora, clara y estéril para una vial de dosis Unica para inyeccion subcutanea.

[0101] Las formulaciones terapéuticas de Apo-2L se colocan en general en un recipiente que tiene un Puerto de
acceso estéril, por ejemplo una bolsa de solucién o vial intravenoso con un tapén agujereable por una aguja de
inyeccion hipodérmica. Las formulaciones se administran preferiblemente como inyecciones o infusiones
intravenosas (i.v.), subcutdneas (s.c.), intramuscular (i.m.) repetidas, como formulaciones en aerosol adecuadas
para la liberacién intranasal o intrapulmonar (para la liberacion intrapulmonar, véase, por ejemplo, EP 257,956).

[0102] EI Apo-2L se puede administrar también en forma de preparaciones liberacion controlada. Entre los ejemplos
adecuados de preparaciones de liberacién controlada se incluyen matrices semipermeables de polimeros
hidrofébicos sélidos que contienen la proteina, cuyas matrices estdn en forma de articulos conformados, por
ejemplo, peliculas o microcapsulas. Entre los ejemplos de matrices de liberacion controlada se incluyen poliésteres,
hidrogeles (por ejemplo, poli(2-hidroxietil-metacrilato) tal como se describe por Langer et al., J. Biomed. Mater Res.,
15: 167-277 (1981) y Langer, Chem. Tech., 12: 98-105 (1982) o poli(vinilalcohol)), polilactidos (Patente de Estados
Unidos No. 3.773.919, EP 58.481), copolimeros de &cido L-glutdmico y y-etil-L-glutamato (Sidman et al.,
Biopolymers, 22: 547-556 (1983)), copolimeros de etileno-acetato de vinilo no degradables (Langer et al., supra),
copolimeros de acido lactico-acido glicolico degradables, tales como el LUPRON DEPOT (microesferas inyectables
compuestas de copolimero de acido lactico-acido glicélico y acetato de leuprolide) y acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico
(EP 133,988).

[0103] El Apo-2L y sus formulaciones aqui descritas se pueden utilizar en una serie de aplicaciones terapéuticas y
no terapéuticas. Entre estas aplicaciones estan los métodos de tratamiento de varios canceres (proporcionados
anteriormente) y afecciones virales. Dichas aplicaciones terapéuticas y no terapéuticas se describen, por ejemplo, en
WQ097/125428 y WO97/01633.

[0104] Un articulo de fabricacion, tal como un kit, que contiene Apo-2L (til para el diagndstico o tratamiento de los
trastornos aqui descritos comprende por lo menos un recipiente y una etiqueta. Los recipientes adecuados incluyen,
por ejemplo, botellas, viales, jeringas y tubos de ensayo. Los recipientes pueden estar formados de diversos
materiales, tales como vidrio o plastico. El recipiente contiene una formulacion de APO-2L que es efectiva para el
diagnéstico o tratamiento de una patologia y puede tener un puerto de acceso estéril (por ejemplo, el recipiente
puede ser una bolsa de solucién intravenosa o un vial que tiene un tapon penetrable por una aguja de inyeccion
hipodérmica). La etiqueta sobre el recipiente, o asociado con el mismo, indica que la formulacién se utiliza para el
diagndstico o el tratamiento de la patologia de eleccion. El articulo de fabricacién puede comprender ademas un
segundo recipiente que comprende un tampén farmacéuticamente aceptable, tal como solucién salina tamponada
con fosfato, solucién de Ringer y solucion de dextrosa. Puede ademas incluir otros materiales deseables desde un
punto de vista comercial y del usuario, incluyendo otros tampones, diluyentes, filtros, agujas, jeringas y prospectos
con las instrucciones para su utilizacion. El articulo de fabricacion también puede comprender un segundo o tercer
recipiente con otro agente activo tal como se ha descrito anteriormente.

[0105] Los siguientes ejemplos se ofrecen Unicamente con fines ilustrativos y no pretenden limitar de ningan modo el
alcance de la presente invencion.

EJEMPLOS

[0106] Se utilizaron los reactivos comercialmente disponibles referidos en los ejemplos segln las instrucciones del
fabricante a menos que se indique lo contrario. El origen de las células identificadas en los siguientes ejemplos y a lo
largo de la memoria por los nimeros de acceso ATCC es la American Type Culture Collection, Manassas, Virginia.

EJEMPLO 1

Expresioén y purificacién de variantes de Apo-2L
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[0107] Las variantes por sustitucion de alanina de Apo-2L se construyeron mediante mutagénesis dirigida por
oligonucleétido (Kunkel et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 82:488-492 (1985); Kunkel, Methods in Enzymology, 154:367-
382 (1987)) de un plasmido (pAPOK5) (véase la figura 13), disefiado para la expresion en E. Coli intracelular de la
forma de aminoéacidos 91-281 de Apo-2L bajo el control del promotor trp. Se construyd pAPOK5 mediante la
utilizacién de PCR para clonar el ADNc de Apo-2L (que codifica los residuos 91-281) en el plasmido pS1162 que
transporta el promotor trp y los cultivos se desarrollaron durante la noche a 30°C. Las células se recogieron por
centrifugacion y se congelaron.

[0108] El residuo celular se homogeniz6 en 6 volimenes de Tris-HCI 0,1 M pH 7-8, NaCl 0,2 M, DTT 5 mM, EDTA 1
mM y se aislé Apo-2L a partir de la fraccién soluble mediante IMAC en una columna hiTRAP quelante (Pharmacia)
cargada con niquel. El Apo-2L presentaba una afinidad débil por el metal inmovilizado y se podia eluir con
concentraciones bajas de imidazol. Se obtuvo una purificacion final mediante cromatografia de intercambio catidnico
en una columna SP hiTRAP (Pharmacia). SE determinaron las concentraciones de variantes de Apo-2L purificadas
mediante mediciones de absorbancia utilizando una e»gg de 1,4 mg'1 mlcm™.

[0109] Las variantes de Apo-2L identificadas por la mutagénesis dirigida de sitio se indican en la Tabla I.

TABLA |

Unién a receptor y actividad apoptética de variantes de Apo-2L°
Proporcion (variante/tipo salvaje)

Variante DR4-1gG DR5-1gG DcR2-1gG Apoptosis
Ko Ko Ko EDso
Acinc 6,3 6,6 11,2 90,0
R130A 3 2,7 1,3 1,9
N134A 1,0 0,8 1,0 1,5
L136A 33 15 1,4 0,8
S138A 2,1 1,3 2,2 1,2
N140A 14 1,9 0,9 1,1
S141A 2,3 1,3 2,4 1,3
K142A 2,6 1,9 2,7 2,0
N143A 2,1 2,0 1,3 15
R149A 1,8 2,2 1,6 35
S153A 23 1,2 2,1 0,9
E155A 1,6 2 1,4 2,5
R158A 2,4 1,3 6,5 1,4
S159A 47 2,2 3,4 0,9
R170A 11 2,2 0,6 0,9
K179A 0,9 0,9 11 2,0
R191A 7,8 3,9 3,2 2,2
Q193A 17 11 1,2 2,2
E195A 4,6 1,4 2,6 0,8
K197D 2 2,1 2,9 1,1
K201A 4,3 2,7 10 2,5
N202A 25 25 1,9 3,2
D203A 15 11 0,6 0,5
Q205A 13,1 6,3 10,8 690
V207A 2,2 2,8 2,1 5,6
Y213A 1,3 1 15 1,2
Y216A 14,5 8,9 9,0 320
D218A 1,3 1,9 1,1 0,3
C230S 4,1 7,1 6,7 8,0
E236A 6,0 9,8 8,4 10,8
Y237A 7,3 5,0 48 8,3
Y240A 1,8 0,8 1,8 1,1
K251A 1,9 2 2,4 0,8
S259A 4,3 2,0 14 3,3
H264A 1,9 2,0 14 31
D267A 57 1,9 55 1,11
D269A 1,7 0,5 0,9 0,2

dvalores mostrados representan la proporcion de variante con respecto a tipo salvaje. Para Apo-2L de tipo salvaje
(residuos 91-281), los valores de Kd para DR4-1gG, DR5-IgG y DcR2-1gG son 0,8 + 0,3 nM, 0,9+ 0,4nMy 0,3+ 0,2
nM. El Apo-2L de tipo salvaje (residuos 91-281) produjo una EDsy de 24 + 3,1 ng/mL en el ensayo de apoptosis,
mientras que la forma 114-281 de Apo-2L era ligeramente més activa y produjo una ED50 de 16,0 + 3,6 ng/ml. Sélo
los cambios de 2 veces a partir de los valores de tipo salvaje se consideran como significativos.
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EJEMPLO 2

Andlisis cristalografico de Apo-2L

[0110] Los cristales de Apo-2L (residuos de aminoacidos 114-281) se desarrollaron en 70 uL de gotas posadas que
contenian 40 pL de proteina (a 2,6 mg/mL en Tris 20 mM, pH 8,0), 20 uL de Tris 50 mM pH 8,0 y 10 uL de peg 2K
MME al 8% sobre una solucién en pocillo de peg 2K MME al 50% a 20°C y eran miembros del grupo espacial P63
con dos mondémeros en la unidad asimétrica y las constantes de la celda unidad a=72,5, c=140 Angstrom y difractan
a 3,9 Angstrom a temperatura ambiente. Los cristales de la variante D218A (véase el ejemplo 1) crecieron en 14 uL
de gotas posadas que contenian 4 uL de MPD al 4% y 10 puL de proteina (1,7 mg/ml en Tris 20 mM pH 7,5) sobre
una solucién en pocillo de MPD al 32% a 4°C y eran miembros del grupo espacial R32 con un monémero en la
unidad asimétrica por unidad asimétrica y los parametros de celda unitaria 66,4, c=197,7 Angstrom y difractados a
1,3 Angstrom a -180°C con radiacion de sincroton. Los grupos de datos que difractan a 3,9 Angstrom para los
cristales de Apo-2L (residuos 114-281) y 1,9 Angstrom para la variante D218A se midieron en un generador de rayos
X de anodo rotativo Rigaku equipado con un detector MAR y se procesaron con DENZO/SCALEPACK [Otwinowski
et al., Proceedings of the CCP4 Study Weekend:Data Collection and Processing (eds. Sawyer et al.) pp.56-62
Daresbury Laboratory, Daresbury, England, 1993]. Se midié un grupo de datos de 1,3 Angstrom para la variante
D218A en el Advanced Photon Source en Argonne National Labs y se procesaron con HKL2000/SCALEPACK y
tenian una Rsim de 6,4% (34% en la capa 1,35-1,30), con un 100% de completacién y una redundancia de 12
veces, y I/<1>=12 4.

[0111] La estructura de Apo-2L nativa se resolvid6 mediante el desplazamiento molecular utilizando un modelo
basado en TNF-alfa (cddigo pdb 1TNF) con el programa Amore [Acta Cryst.,, D50:760-763 (1994)] y se refind
[Brunger, X-PLOR:version 3.1, Yale Press, New Haven 1987] con limitaciones no cristalograficas estrictas de 2
veces hasta un Rlibre de 35%. Esta estructura se refind frente al grupo de datos de 1,9 Angstrom hasta una Rlibre
del 25% y finalmente se refino frente a los datos de 1,3 Angstrom con Refmac y SHELXL [Sheldrick et al., Methods
in Enzymology, pp. 319-343, Academic Press, San Diego 1997] de Rlibre = 22% y Rfactor del 20% con buena
geometria (rmsd enlaces 0,011 Angstrom, rmsd angulo 1,7°). Todos los residuos se encuentran dentro de las
regiones permitidas de una representacion de Ramachandran. Durante el refinamiento, se observé un méaximo 28
sigma de la densidad electrénica entre la simetria relacionada con Cys230 en el eje del trimero. Esta densidad se
modelé como un ion cinc y se refind con un factor B de 10. Se cree que esta presente una molécula de cloro en el
eje del trimero como el cuarto ligando al cinc. El modelo final consiste en los residuos 120-130, 142-194, 203-281
con 170 moléculas de disolvente y un ion cinc y un ion cloruro. Los residuos 91-119, 131-141 y 195-202 estan
desordenados. La secuenciacion N-terminal de varios cristales confirmé que el extremo N-terminal esta intacto,
mientras que la espectrometria de masas del material de partida muestra que es de longitud completa.

[0112] En la figura 2C se proporciona un resumen de los datos cristalograficos.
EJEMPLO 3

Determinacion de la afinidad de unién a receptor de las variantes de Apo-2L

[0113] Se determinaron las constantes de disociacion (Kd) para la unién de las variantes de Apo-2L (véase la Tabla
1) a inmunoadhesinas de receptores inmovilizadas a partir de las mediciones de la resonancia de plasmén superficial
(SPR) en una Pharmacia BlAcore 1000.

[0114] Se prepararon las inmunoadhesinas de receptores DR5-IgG (también referida como Apo-2-1gG) y DcR2-1gG
tal como se describe en W098/51793 publicada el 19 de noviembre de 1998 y W099/10484 publicada el 9 de marzo
de 1999, respectivamente. Se prepar6 DR4-1gG tal como se indica a continuacién. Se cloné una secuencia de ECD
de DR4 maduro (aminoacidos 1-218; Pan et al., supra) en un vector pPCMV-1 Flag (Kodak) cascada abajo de la
secuencia sefial Flag y se fusion6 a la region Chl, bisagra y Fc de la cadena pesada de la inmunoglobulina G1
humana tal como se ha descrito previamente [Aruffo et al., Cell, 61:1303-1313 (1990)]. La inmunoadhesina se
expres6 mediante transfeccion transitoria en células 293 humanas y se purific6 a partir de los sobrenadantes
celulares mediante cromatografia de afinidad de proteina A, tal como se describe por Ashkenazi et al., Proc. Natl.
Acad. Sci., 88:10535-10539 (1991)].

[0115] Las proteinas de inmunoadhesina de receptor se acoplaron a la superficie del chip sensor a nivel de 1000-
2000 unidades de resonancia utilizando la quimica de acoplamiento de aminas (Pharmacia Biosensor). Se
registraron sensogramas para la union de Apo-2L a concentraciones que variaban de 15,6 nM a 500 nM en
incrementos de 2 veces. Las constantes cinéticas se determinaron mediante andlisis de regresion no lineal y se
utilizaron para calcular las constantes de union.

[0116] Los resultados se muestran en la Tabla I.

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2392392713

EJEMPLO 4

Actividad apoptoética de variantes de Apo-2L in vitro

[0117] Se utiliz6 un bioensayo que mide la viabilidad celular a partir de la conversion metabdlica de un colorante
fluorescente para determinar la actividad apoptoética de las variantes de Apo-2L. Se realizaron diluciones en serie de
2 veces de Apo-2L (forma 114-281) o variantes de Apo-2L (véase la tabla) en medio RPMI-1640 (Gibco) que
contenia BSA al 0,1%, y se transfirieron 50 uL de cada dilucién a pocillos individuales de microplacas de cultivo de
tejido Falcon de 96 pocillos. Se afiadieron 50 pL de células de carcinoma de pulmén humano SK-MES-1 (ATCC
HTB58) (en RMPI-1640, BSA al 0,1 %) a una densidad de 2 x 10* células/pocillo. Estas mezclas se incubaron a
37°C durante 24 horas. A las 20 horas, se afiadieron 25 uL de azul de alamar (AccuMed, Inc., Westlake, Ohio). Se
determin6 el nimero de células midiendo la fluorescencia relativa a 590 nm después de la excitacién a 530 nm.
Estos datos se analizaron utilizando un ajuste de 4 pardmetros para calcular ED50, la concentracién de Apo-2L que
produce una reduccién del 50% en la viabilidad celular.

[0118] Las sustituciones individuales de alanina en los residuos Arg149, GIn205, Val207, Tyr216, Glu236 o Tyr237
dieron lugar a un descenso superior a 5 veces en actividad apoptética en el bioensayo y mostraron una afinidad
disminuida para DR4, DR5 y DcR2 (Tabla I). La unién de Apo-2L a estos receptores estaba mayoritariamente
afectada por la sustitucion de alanina de GIn205, Tyr216, Glu236 y Tyr237, todos ellos dieron lugar a como minimo
una afinidad disminuida de 5 veces para los tres receptores. Todas las variantes de Apo-2L con una actividad
apoptdética reducida también mostraban una unién impedida a DR4 o DR5 (o ambos), sugiriendo que la union al
receptor es necesaria para el efecto biolégico. La sustitucién de alanina de Asp218 o Asp269 dio lugar a un
incremento de mas de 2 veces en la actividad apoptética. Cabe mencionar que la mayoria de sustituciones de
alanina presenta efectos similares en la union a DR4 y DRS5, siendo las Unicas excepciones la mutacion de GIn193,
Glul95, Ser259, His264, y Asp267, todas ellas con un efecto superior a 5 veces en la unién a DR4 (afinidad de
disminucion), pero so6lo un efecto pequefio o despreciable en la unién a DR5. Los cambios en la union a DcR2
tendian a presentar efectos paralelos a los observados para la unién a DR4. La actividad apoptética disminuida
parece estar mas estrechamente unida con la union a DR5 disminuida, sugiriendo que es necesario el DR5 para la
sefializacion de la muerte en SK-MES en respuesta a la administracion de Apo-2L.

EJEMPLO 5

Andlisis elemental y cuantitativo para determinar el contenido de metal de Apo-2L

[0119] Se realiz6 un andlisis elemental de Apo-2L mediante la utilizacion de espectrometria de emision atomica de
plasma acoplada inductivamente (ICP-AES). Para esta determinacion, se utilizé una solucién 2 mg/mL de Apo-2L
(residuos 114-281 producidos en E. coli utilizando métodos descritos en W0O97/25428; no se afiadieron cantidades
adicionales de iones de metales divalentes durante la fermentacion o purificacion segun los métodos aqui descritos)
formulada en Tris 20 mM pH 7,5. Se determinaron los niveles de Cd, Co, Zn, Ni, y Cu en esta muestra y en una
parte del tampén de formulacion.

TABLA Il
Muestra Cd Co Zn Ni Cu
Tampon -0,058 -0,090 -0,098 -0,098 -0,082
Apo-2L -0,058 0,199 1,712 -0,108 -0,975

[0120] Los metales unidos al Apo-2L fueron Zn y Co (Tabla Il). Las proporciones molares calculadas fueron de 0,79
moles de Zn por mol de trimero de Apo-2L y 0,06 moles de Co por mol de trimero de Apo-2L. Estos datos indican
gue Apo-2L tiene un sitio de unién a cinc por trimero. El sitio estd ocupado en un 85% con el metal en esta
preparacion de Apo-2L.

EJEMPLO 6

Efectos de la eliminacién del cinc unido de Apo-2L utilizando agentes quelantes

[0121] Se traté una muestra de Apo-2L (forma 114-281) con agentes quelantes para eliminar el cinc unido. La
muestra en primer lugar de dializé frente a 2 cambios de 1000 volimenes cada uno de EDTA 50 mM, a continuacion
frente a 2 cambios de 1000 volimenes de 1,10-fenantrolina 2 mM, y finalmente frente a 1000 volimenes Tris 20 mM
pH 7,5 libre de metal. La muestra, antes y después del tratamiento quelante, se analizé por la unién a receptor, el
contenido de metal y la actividad apoptética. La unién a receptor se midié tal como se describe en el ejemplo 3, el
contenido de metal se determind mediante ICP-AES vy la actividad apoptética se analizé tal como se describe en el
ejemplo 4. ICP-AES mostré que el proceso de didlisis eliminé el cinc unido. Después de este tratamiento, la afinidad
del receptor se redujo significativamente (Tabla 1) y la actividad apoptética disminuy6 en 90 veces (Figura 4).
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[0122] Se registraron los espectros dicroicos circulares en un instrumento espectropolarimetro AVIV (Lakewood, NJ)
modelo 202. El espectro rastre6 de 250 a 200 nm utilizando un tamafio de etapa de 0,5 nm, un tiempo promedio de
5 segundos y cubetas rectangulares de cuarzo que tenian una longitud de paso de 1 cm. La concentracion de
proteina fue de 2 uM en soluciones que contienen PBS. Tal como se muestra en la figura 6, el Apo-2L (forma 114-
281) produce un espectro CD tipico de una proteina que tiene un contenido elevado de lamina beta. La eliminacion
del cinc unido da lugar a una menor intensidad de los picos dicroicos, sugiriendo que el contenido de lamina beta ha
disminuido.

[0123] Se utilizé dicroismo circular para controlar el efecto de la eliminacion de cinc en la estabilidad térmica de Apo-
2L (forma 114-281). Estos experimentos también utilizaron cubetas rectangulares de cuarzo de 1 c¢cm y una
concentracion de proteina de 2 pM. El dicroismo circular a 225 nm se control6 a medida que la muestra se calentaba
de 30 a 100°C. Las mediciones se tomaron a incrementos de 2°C después de permitir que la muestra se equilibrara
a esa temperatura durante 1 minuto. Se registraron tanto la elipticidad (CD) como el voltaje de dinodo y la
dependencia con la temperatura del voltaje de dinodo se representd en la figura 7. El voltaje de dinodo es
proporcional a la absorbancia de la muestra. Un incremento en el voltaje de dinodo tras el calentamiento de la
muestra refleja la agregacion de proteinas. El incrementé en el voltaje de dinodo era concomitante con una pérdida
de estructura secundaria tal como se indica por una disminucion en la elipticidad a 225 nm. Estos datos sugieren
que el Apo-2L (forma 114-281) se agrega tras la desnaturalizaciéon térmica teniendo lugar el punto medio de esta
transicion (Tm) a aproximadamente 75°C. La eliminacion del cinc unido da lugar a un amplio descenso en la Tm
para la desnaturalizacion térmica hasta aproximadamente 54°C. Estos datos muestran que el cinc unido es
necesario para mantener la estructura y la estabilidad de Apo-2L homotrimérico.

EJEMPLO 7

Efectos de la eliminacién del sitio de unién a cinc de Apo-2L mediante mutacién

[0124] La Cys230 de Apo-2L (forma 91-281) se sustituyé por Ala o Ser mediante la utilizacion de mutagénesis
dirigida por oligonucledtidos tal como se describe en el ejemplo 1. A continuacion, las proteinas variantes se
expresaron y purificaron tal como se describe en el ejemplo 1. Tal como se muestra en la tabla I, los mutantes
C230A y C230S de Apo-2L (forma 91-281) habian reducido la afinidad de unién a receptor y disminuido
ampliamente la actividad apoptética. Dado que la estructura de rayos X de Apo-2L muestra que la Cys230 es un
residuo enterrado, y de este modo es improbable que contacte de forma directa con el receptor tras la formacion de
complejo, estos datos sugieren que la mutacion de Cys230 afecta de manera indirecta a la actividad por cambios en
la estructura o estabilidad de Apo-2L homotrimérico.

EJEMPLO 8

Adiciones de Zn mejora la acumulacién y recuperacién del producto ligando Apo-2 soluble

A. Expresién de Apo-2L (residuos de aminoacidos 114-281) regulada por el promotor de fosfatasa alcalina

[0125] El pAPApo2-P2RU (véase la figura 12) codifica la coexpresion de Apo-2L (residuos de aminoacidos 114-281)
y el ARNt es codificado por pro2 y argU. El plasmido basado en pBR322 [Sutcliffe, Cold Spring Harbor Symp. Quant.
Biol., 43:77-90 (1978)] pAPApo02-P2RU se utilizé para producir el Apo-2L en E. coli. Las secuencias transcripcionales
y traduccionales requeridas para la expresion de Apo-2L son proporcionadas por el promotor de fosfatasa alcalina y
el trp Shine-Dalgarno, tal como se describe para el plasmido phGH1 [Chang et al., Gene, 55:189-196 (1987)]. La
secuencia codificante para Apo-2L (forma 114-281) se localiza en direccién 3’ del promotor y las secuencias de
Shine-Dalgarno y estd precedida por una metionina de iniciacion. La secuencia codificante incluye nucleétidos
(mostrados en la figura 1) que codifican los residuos 114-281 de Apo-2L (Figura 1) a excepcion de que el codén que
codifica el residuo Pro119 se cambia a "CCG" en lugar de "CCT" a efectos de eliminar la potencial estructura
secundaria. La secuencia que codifica la lambda al terminador transcripcional [Scholtissek et al., Nucleic Acids Res.,
15:3185 (1987)] va después de la secuencia codificante de Apo-2L. Adicionalmente, este plasmido también incluye
secuencias para la expresion del pro2 de ARNt [Komine et al., J. Mol. Biol., 212:579-598 (1990)] y argU/dnaY
[Garcia et al., Cell, 45: 453-459 (1986)]. Estos genes se clonaron mediante PCR a partir de w3110 de E. coli y se
colocaron en direccién 3’ de la lambda a la secuencia terminadora transcripcional. Este plasmido confiere resistencia
a tetraciclina y ampicilina después de la produccion del huésped.

[0126] Se utilizd la cepa 43E7 (E. coli W3110 fhuA(tonA) phoA A(argF-lac) ptr3 degP kanS ompT ilvG+) como el
huésped de produccion para la coexpresion del ligando Apo-2 y del ARNt. Se prepararon las células competentes de
43E7 y se transformaron con pAPApo2-P2RU utilizando procedimientos estandar. Los transformantes se recogieron
de placas de LB que contenian 20 ug/ml tetraciclina (LB+Tet20), se purificaron por lineas y se desarrollaron en caldo
LB con 20 pg/ml de tetraciclina en un agitador/incubador a 30°C antes de almacenarse en DMSO a -80°C.

[0127] Se preparé un in6culo en matriz de agitacion mediante la inoculacion del medio estéril utilizando un vial de
cultivo de soluciébn madre descongelada recientemente. Se incluyeron antibidticos apropiados en el medio para
proporcionar una presion selectiva para asegurar la retencion del plasmido. La composicion del medio del matraz de
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agitacion se proporciona en la tabla lll. Los cultivos del matraz se incubaron con agitacion a aproximadamente 30°C
(28°C-32°C) durante 14-18 horas. A continuacién, este cultivo se utilizé para inocular el recipiente de la fermentacion
de produccién. El volumen de inoculacién estaba entre un 0,1% y 10% del volumen inicial de medio.

TABLA Il

Composicion del medio del matraz de agitaciéon

Ingrediente Cantidad/litro
Tetraciclina 4-20 mg
Triptona 8-12 g
Extracto de levadura 4-6 g
Cloruro de sodio 8-12¢g
Fosfato de sodio, afiadido como una solucién de pH 7 4-6 mmol

[0128] La produccion del Apo-2L se llevo a cabo en el medio de produccién proporcionado en la Tabla IV. El proceso
de fermentacion se realizd a aproximadamente 30°C (28-32°C) y un pH controlado a aproximadamente 7,0 (6,5-7,5).
La velocidad de aeracion y la velocidad de agitacion se fijaron para proporcionar la transferencia adecuada de
oxigeno al cultivo. Al inicio de la expresion del producto, inducida por el agotamiento de fosfato, la temperatura del
proceso se desplazé de 30°C a 25°C. A través del proceso de fermentacion, el cultivo celular se alimenté de glucosa
en base a un algoritmo informético para cumplir con sus requisitos de carbono asegurando a la vez la condicion
aerodbica.

[0129] Se realizaron dos adiciones por lotes de ZnSQO,4 durante el proceso de fermentacién. Una adicién se realiz6
justo antes de la induccion de la expresion del producto. La segunda adicion se realizé aproximadamente en el punto
medio del periodo de produccion. En este ejemplo, las adiciones tuvieron lugar a una densidad 6ptica de cultivo de
aproximadamente DO550 80-120 y a aproximadamente 28 horas después de la inoculacion. Se afiadieron las
cantidades suficientes de ZnSO, 100 mM para conseguir aproximadamente 50-100 micromolar (concentracion final)
con cada adicién por lotes de los iones metalicos.

[0130] Se dejé proceder la fermentacion durante aproximadamente 34-45 horas, después de lo cual se recogio la
pasta celular del caldo para la posterior evacuacion de la recuperacion de producto.

TABLA IV

Composicion del medio de produccién para el sistema de expresién de promotor AP

Ingrediente Cantidad/litro
Tetraciclina 4-20 mg
Glucosa® 10-250 mg
Sulfato de amonio® 2-8¢9
Fosfato de sodio, monobasico, dihidratado® 1-5¢
Fosfato de potasio, dibasico® 1-5¢g
Fosfato de potasio, monobasico® 0-5¢g
Citrato de sodio, dihidratado® 0,5-5¢g
Cloruro de potasio 0-5¢g
Sulfato de magnesio, heptahidratado® 1,0-10g
Antiespumante 0-5ml
Cloruro férrico, hexahidratado® 20-200 mg
Sulfato de zinc, heptahidratado® 0,2-20 mg
Cloruro de cobalto, hexahidratado® 0,2-20 mg
Molibdato de sodio, dihidratado® 0,2-20 mg
Sulfato cuprico, pentahidratado® 0,2-20 mg
Acido bérico® 0,2-20 mg
Sulfato de manganeso, monohidratado® 0,2-20 mg
Hidrolisato de caseina® 5-25¢g
Extracto de levadura® 5-25¢g

%Una parte de estos ingredientes se puede suministrar al cultivo durante la fermentacion. Se afiadié hidroxido de
amonio segun sea necesario para controlar el pH.

[0131] Se tomaron muestras de caldo con la evolucion del tiempo del proceso de fermentacién. Se recogieron
células de 1 ml de muestras de caldo diluidas hasta una densidad celular de DO550 20 mediante centrifugacion y se
almacenaron los residuos celulares resultantes a -20°C hasta el analisis. Los residuos celulares se descongelaron y
se resuspendieron en 0,5 ml de tampon de extraccion (HEPES 50 mM, pH 8,0, EDTA 50 mM y 0,2 mg/ml de
lisozima de clara de huevo de gallina) y rompieron mecanicamente para liberar el producto del citoplasma. Se
extrajeron los sélidos de los lisados celulares mediante centrifugacion antes de cargar los lisados aclarados en una
columna HPLC IEX Dionex ProPac para la cuantificacién del trimero. El método de ensayo de HPLC separa el
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producto de las proteinas de E. coli contaminantes mediante la utilizacion de un gradiente 5%-22% de NaCl 1M en
un tampodn fosfato 25 mM (pH 7,5) durante 25 minutos a una velocidad de flujo de 0,5 ml/min.

[0132] La pasta celular congelada se descongel6 y se resuspendié en tampdén de extraccion (tampén Hepes 100
mM, pH 8,0, EDTA 50 mM, DTT 5 mM). Después de mudltiples pases de la suspension celular a través de un
homogenizador mecanico para liberar el producto Apo-2L del compartimento citoplasmico, se afiadié PEI al 0,2%
(concentracion final) y los sélidos se extrajeron mediante centrifugacion. El lisado aclarado se diluy6 1:1 (v/v) con
H.0 y se ajusto el pH hasta 7,2 antes de cargarse en la columna MPHS (BioRad) preequilibrada con 3-4 volimenes
de columna de Hepes 50 mM/Triton al 0,05%/DTT 1 mM pH 7,2. Después de una etapa de lavado con 2-3
volumenes de columna de tampon de equilibrio seguido de una segunda etapa de lavado con NaCl 0,1 M en el
tampodn de equilibrio, las proteinas Apo-2L se eluyeron de la columna MPHS con 6 volimenes de columna de un
gradiente de NaCl 0,1 M a 0,8 M en el tamp6n de equilibrio. Se recogieron las fracciones de eluente de la columna,
se analizaron y las fracciones relevantes se agruparon y almacenaron a 4-8°C.

[0133] El analisis de la acumulacion de Apo-2L durante la fermentacién mostré que las adiciones de ZnSO4 no
afectaron significativamente al crecimiento celular. La produccion del ligando Apo-2 empezé cuando se agoto el
fosfato en el medio, habitualmente aproximadamente 15-25 horas después de la inoculacion. La figura 8 muestra la
evolucion con el tiempo en la acumulacion de trimeros de Apo-2L soluble detectados mediante el método de HPLC
IEX. Los cultivos con adiciones de ZnSO4 presentaban una concentracién de producto superior en las muestras de
lisado celular que los controles de menos ZnSO,.

[0134] El analisis de la recuperacion del producto en la etapa de captura inicial (que implica Cromatografia IEX)
(figura 9) muestra los perfiles de elucion de la cromatografia MPHS de lisados celulares de fermentaciones
realizadas en ausencia y presencia de adiciones de ZnSO4. Después del flujo inicial y las etapas de lavado, se
separaron dos picos principales, Pico (maximo) A y pico (maximo) B. Mediante analisis SDS-PAGE, ambos maximos
consistian de principalmente Apo-2L.

[0135] El material purificado de ambos méaximos (picos) se preparé y analizd para la actividad biologica y la
estabilidad. Los resultados obtenidos de estos estudios sugirieron que el Maximo A era un grupo mas estable de
producto Apo-2L, mientras que el Maximo B presentaba una mayor tendencia a la agregacion con el tiempo. Para
minimizar la inestabilidad, se excluyé el maximo B para una recuperacion adicional. La proporcién de Maximo A con
respecto al Maximo B se estimé comparando los trazos de corte que representan el area integrada bajo cada uno de
los méaximos. Los resultados tabulados en la Tabla V muestran un desplazamiento del porcentaje de Apo-2L como
Maximo A de aproximadamente el 45% en promedio para el caso de menos ZnSO,4 hasta aproximadamente el 80%
para el caso de mas ZnSQq, un incremento significativo en la cantidad de producto Apo-2L en el grupo recuperable.

TABLAV
ID proceso Adiciones de ZnSO4 Escala de Maximo A % Maximo B %
cromatografia
SAP02-113 No 0,66 x 15,5 cm 41,6 58,4
LAPO2-4 No 4,4x41,5cm 50,4 49,6
SAPO2-138 Si 0,66 x 17,0 cm 78,8 21,2

B. Expresién de Apo-2L (residuos de aminoacidos 114-281) regulada por el promotor trp:

[0136] Construccion del plasmido PS1346.Apo2L.0: Se insertd el ADN que codifica los residuos 114-281 de Apo-2L
(precedido por el codon de metionina de iniciacién) en un vector plasmidico pS1346. El plasmido pS1346 es un
derivado de pHGH207-1 [DeBoer et al., Promoters:Structure and Function, Praeger, New York, pp. 462-481 (1982)] y
contiene el terminador transcripcional lambda-to [Scholtissek et al., Nucleic Acids Res., 15:3185 (1987)] en direccién
3’ de la secuencia codificante de Apo-2L.

[0137] Se utilizé la cepa 54C2 (E. coli W3110 fhuA(tonA) lon galE rpoHts(htpRts) clpP laclg) como el huésped de
produccién para la expresion de ligando Apo-2 (residuos de aminoacidos 114-281), donde la expresion del ligando
se regulo por el promotor trp. Se prepararon células competentes de 54C2 y se transformaron con pS1346.Apo2L.0
utilizando procedimientos estandar. Los transformantes se recogieron de las placas de LB que contenian 20 ug/ml
de tetraciclina (LB+Tet20), se purificaron por lineas y se desarrollaron en caldo LB con 20 pg/ml de tetraciclina en un
agitador/incubador a 30°C antes de almacenarse en DMSO a -80°C.

[0138] Los experimentos realizados con el organismo de produccion, 54C2/pS1346.Apo2L.0, se llevaron a cabo bajo
parametros de fermentacién similares tal como se ha descrito anteriormente para el sistema de expresion de
promotor AP a excepcion de ajustes menores en la composicion del medio (Tabla VI), la adicién de un inductor,
acido indol-3-acrilico (IAA), y la longitud del proceso. Se afiadid triptéfano al medio inicial para reprimir la actividad
del promotor durante la fase de crecimiento inicial. El desplazamiento de temperatura de 30°C a 25°C se realizo
cuando la densidad celular del caldo alcanz6 una DO550 de aproximadamente 30. EL inductor se afiadioé cuando la
densidad celular del caldo alcanz6 una DO550 de aproximadamente 55. En los experimentos en los que se
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realizaron adiciones de ZnSQ,, se afiadieron cantidades suficientes de una solucién de ZnSO4 100 mM a una
densidad celular de DO550 de 25 y a las 24 horas después de la inoculacién para conseguir una concentracion final
de aproximadamente 50-100 uM. Las pastas celulares se recogieron a las 6 horas después de la adicidn de inductor
y se almaceno de -20°C a -80°C.

TABLA VI

Adiciones al medio de produccion para el sistema de expresion de promotor AP necesarias para el sistema de
expresion de promotor trp

Ingrediente Cantidad/litro
L-isoleucina 0,5-1g
Triptoéfano 0,1-5¢g

[0139] EI crecimiento para el sistema de promotor trp se ralentizé después de alcanzar una DO550 de 40-60. Hubo
una expresion discontinua del ligando Apo-2 antes de la induccion con la adicién de IAA y fue probablemente
responsable para el problema de crecimiento. Los perfiles de crecimiento celular eran comparables en ausencia y
presencia de adiciones de ZnSO,. La figura 10 muestra la evoluciéon con el tiempo en la acumulacion de trimeros de
Apo-2L solubles detectados por el método de HPLC IEX. La acumulacion de Apo-2L soluble continué
incrementandose en el desarrollo de la adicion de ZnSO, y alcanz6 una concentracion de producto méas elevada en
las muestras de lisado celular.

C. Recuperacién y purificacién de Apo-2L (residuos de aminoacidos 114-281) de E. coli utilizando iones de metal
divalente/DTT:

[0140] Se puede utilizar el siguiente protocolo en la recuperacion y purificacién de Apo-2L de E. coli. En primer lugar
las células se homogenizan y se realiza la extraccién de la siguiente manera. Las células de Escherichia coli
recogidas congeladas se suspenden en 6 volimenes de tampon de extraccion (100 MM HBPES/5 mM DTT (o 5 mM
de sulfato de Zn en lugar de DTT), pH 8,0), o todo el caldo celular se condiciona con DTT 5 mM (o 5 mM de sulfato
de Zn en lugar de DTT) a pH 8,0. La suspension se mezcla intensamente durante 1 hora a 2-8°C, a continuacion se
homogeniza en un homogenizador (Gaulin Corporation, Everett, MA). La suspension de células rotas se flocula en
PEI al 0,2% durante 1-2 horas y se centrifuga mediante un centrifugador de alimentacion continua BTPX205 (Alfa
Laval Separation AB, Suecia) y se aclara mediante filtracion en profundidad.

[0141] Después de la extraccion, el Apo-2L se purifica de la siguiente manera. Se realiza una cromatografia
ceramica High S Macro-Prep (MP-HS) mediante el acondicionamiento de la suspension celular aclarada (extracto)
con un volumen igual de H,O/Triton-100 al 0,1% y se ajusta el pH hasta 7,2. El extracto condicionado se carga en
una columna de intercambio catiénico MP-HS (Bio-Rad, Hercules, CA) que esta equilibbrada en 50 mM
HEPES/Triton-100 al 0,05%/1 mM DTT (o 100 uM de sulfato de Zn), pH 7,2. (En las dos etapas anteriores, se puede
utilizar alternativamente SP-Sefarosa de Flujo Rapido (Amersham Pharmacia, Suecia)). Las proteinas que no se
unen fluyen y son extraidas mediante lavado con tampoén de equilibrio hasta la linea base a A280. La columna se
lava 3 volimenes de columna de NaCl 0,1 M/tampén de equilibrio. El Apo-2L se eluye utilizando un gradiente lineal
de 8 volumenes de columna desde 0,1 a 0,8 M de cloruro de sodio en tampdn de equilibrio. Las fracciones se
recogen y se agrupan aquellas que contienen Apo-2L plegado de forma correcta segun la determinacién por SDS-
PAGE o SEC-HPLC.

[0142] EI grupo de Apo-2L de la columna MP-HS se carga en una columna de Macro-Prep Hidroxiapatita (Bio-Rad,
Hercules, CA) equilibrada en HEPES 50 mM/DTT 1 mM (o sulfato de Zn 100 uM), pH 7.2. (Como alternativa a la
Macro-Prep Hidroxiapatita, se puede utilizar SP-Sefarosa de Flujo rapido). Después de cargar la muestra, la
columna se lava con tampon de equilibrio hasta la linea base a A280. El Apo-2L se eluye fuera de la columna
mediante la utilizaciéon de una etapa isocratica de fosfato de sodio 0,15 M en tampén de equilibrio.

[0143] El grupo de MP-HA se acondiciona con un volumen igual de sulfato de amonio 1,0 M/Tris 50 mM/DTT 1 mM
(o sulfato de Zn 100 uM), pH 7,5, y a continuacion se carga en una columna de Fenil-Sefarosa FF (Amersham
Pharmacia, Suecia) que esta equilibrada en sulfato de amonio 0,5 M/Tris 50 mM/DTT 1 mM (o sulfato de Zn 100
uM), pH 7.5. (Como alternativa al sulfato de amonio 0,5 M, se puede utilizar sulfato de sodio 0,6 M). La columna se
lava con tampon de equilibrio, y se recoge el Apo-2L en el efluente de la columna.

[0144] A continuacion, se formula el Apo-2L mediante ultrafiltracion y cromatografia de filtracion en gel G-25
(Amersham Pharmacia, Suecia). El grupo de fenil-Sefarosa se concentra con Ultrafiltracién de TFF (Millipore,
Bedford, MA) y se formula en una columna de filtracion en gel G-25 con Tris 20 mM/trehalosa al 8%, pH 7,5. (Como
alternativa, el material puede formularse mediante diafiltracion). La pureza final de Apo-2L se puede determinar
mediante SDS-PAGE, SEC-HPLC y analisis de secuencias de aminoacidos.
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EJEMPLO 9

Adiciones de cloruro de cobalto mejoran la acumulacidn y recuperacién del producto ligando Apo-2 soluble

Expresiéon de Apo-2L (residuos de aminoacidos 114-281) regulada por el promotor de fosfatasa alcalina

[0145] Se utilizaron el mismo organismo de produccion, composicién del medio, condiciones de fermentacion y
andlisis de muestra descritos en el ejemplo 8A en el estudio del efecto de las adiciones del ion metélico diferente de
Zn, concretamente cloruro de cobalto, sobre la acumulacion de producto Apo-2L (residuos de aminoacidos 114-281).
Se utilizé una solucion de CoCl, en H,O 100 mM en lugar del ZnSO4 100 mM y se afiadieron cantidades suficientes
para llegar a una concentracion final de 50-100 uM en cada una de las dos adiciones.

[0146] La figura 11 muestra las ventajas de las adiciones de CoCl, en la acumulacién de Apo-2L durante el proceso
de fermentacion. Como en los experimentos de adicion de ZnSO4, aunque no significativo, se detecté una tasa de
acumulacion mas elevada de producto Apo-2L soluble mediante el método de ensayo HPLC IEX. Los datos
demuestran que las adiciones de ciertos iones metalicos mejoran en general la acumulacion de Apo-2L soluble,
probablemente como resultado de su capacidad de estabilizar los trimeros ensamblados de Apo-2L.

EJEMPLO 10

Efectos de varios iones metalicos en formulaciones de Apo-2L

[0147] Se realizaron ensayos in vitro mediante la incubacién de 50 ul de Apo-2L (forma 114-281) a 5 °C durante 24
horas con 5 mM de sal metalica (cada una de las cuales citadas en la Tabla VII siguiente; proporcion molar 100:1 de
metal con respecto a proteina) en un formulacion de Tris 20 mM, trehalosa al 8%, Tween 20 al 0,01%, pH 7,5. A
continuacion, se evaluaron las muestras para la actividad apoptética utilizando un ensayo SKMES tal como se
describe en el ejemplo 4.

[0148] La EC50 (o concentracion de Apo-2L que da lugar a la eliminacion del 50% de las células) se muestra en la
Tabla VII (unidades de ng/ml). Tal como se muestra en la Tabla VII, la adicion de acetato de Zn y sulfato de Zn al
cultivo aumenté la actividad de Apo-2L.

TABLA VII
Metal afadido Bioensayo EC50
Control 19,0+ 1,9 (n=3)
Acetato de Mn 19,8
Cloruro de Mn 19,9
Acetato de Fe 32,5
Acetato de Co 25,9
Cloruro de Co 17,9
Sulfato de Co 16,7
Acetato de Ni 18,7
Acetato de Cu 844
Cloruro de Cu 984
Sulfato de Cu 774
Acetato de Ag 20
Acetato de Zn 12,3
Cloruro de Zn 17,2
Sulfato de Zn (100:1) 9,3£1,2(n=3)
(10:1) 10,0 + 0 (n=2)
(1:1) 11,5+ 0,7 (n=2)

EJEMPLO 11

Efectos de iones metalicos de cinc sobre la estabilidad de la formulacion del ligando Apo-2

[0149] Tal como se indica en el Ejemplo 8B, la primera etapa en el proceso de purificacién utilizando el
intercambiador de cationes MPHS produce dos maximos, A y B. Para investigar la estabilidad de almacenamiento de
los dos méaximos, se extrajo Apo-2L (forma 114-281) del producto expresado por E. coli (utilizando el plasmido
pS1346.ApoL.0 con el promotor trp), y se purificé mediante un intercambio catiénico MPHS. El maximo A del MPHS
se purificé adicionalmente mediante MP-Hidroxiapatita y Fenil-Sefarosa FF, y a continuacion se formulé utilizando la
filtracion en gel G-25. El maximo B de MPHS se purific6 mediante MP-Hidroxiapatita, Fenil-Sefarosa FF, y Superflujo
Ni-NTA y a continuacion se formuld en filtracion en gel G-25 en Tris 20 mM, trehalosa al 8%, Tween al 0,01% Tween
20, pH 7,5. Las muestras se llenaron de forma estéril en viales de vidrio de 3 cc y se sellaron con tapones de gris

24



10

15

20

25

30

ES 2392392713

butilo recubiertos de teflén. La capacidad de almacenamiento de los maximos A y B purificados y formulados se
evalud en los tiempos (semanas (“se”) o0 meses (“me”)) y temperaturas (°C) indicadas en la Tabla VIII.

TABLA VIII
Méaximo A SDS-SEC %M | SDS-SEC %D SEC % SEC % trimero | RP % principal EC50
recuperacion
1 semana, ND ND 98,60 78,10
-70C
1 semana, ND ND 96,7 98,2 73,60
37C
2 meses, 88,85 7,50 93,93 74,52
-70C
2 meses, 84,90 10,58 65,07 94,03 53,98
30C
6 meses, 93,00 5,80 ND 11,1
-70C
6 meses, 87,00 9,44 100 ND 14,8
5C
6 meses, 80,00 8,68 76 ND 67,8
30C
Maximo B SDS-SEC %M | SDS-SEC %D SEC % SEC % trimero | RP % principal
recuperacion
1 semana, ND ND 98,70 75,3
-70C
1 semana, ND ND 101,1 98,3 61,4
37C
2 meses, 94,03 3,79 90,00 65,77
-70C
2 meses, 94,12 4,54 46,07 94,12 32,185
30C
6 meses, 82,00 11,25 ND 10,3
-70C
6 meses, 73,50 17,00 92 ND 12,6
5C
6 meses, 47,00 23,20 38 ND Muerto
30C

[0150] La tabla VIII muestra, entre otras cosas, el porcentaje de monémero (% M) y el porcentaje de dimero (% D);
“ND” se refiere a aquellos valores no determinados. El maximo A incluia una cantidad de dimero ligeramente inferior
y otras impurezas que el maximo B en el dia 0. Tal como se muestra en la Tabla VIII, se hallé6 que el maximo B era
mas térmicamente labil, tal como se valoré mediante la precipitacion méas extensa a 30°C (aproximadamente un 40%
mas en el punto de 2 meses). Incluso a 5°C, el maximo B fue aproximadamente 2 veces mas propenso a la
formacion de dimero que el pico A. El andlisis bioquimico de los picos A y B indicé que el material de cada uno era
bioquimicamente equivalente a excepcién de sus respectivas propiedades de estabilidad. Se cree que la menor
estabilidad del pico B puede estar relacionada con el ensamblaje incorrecto (trimero) o un contenido de cinc inferior
(proporcién molar de 0,83 de cinc con respecto a proteina para el maximo A y una proporcion molar de 0,7 de cinc
con respecto a proteina para el maximo B).

Listado de secuencias

[0151]
<110> Genentech, Inc.

<120> Métodos para la produccion de ligando APO-2 utilizando iones metalicos divalentes
<130> P1761R1PCT

<141> 2000-06-26

<150> US 60/141,342

<151> 1999-06-28

<160> 7

<210>1

<211> 281

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1
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Lys Pro Val Ala His Val Val Ala Asn Pro Gln Ala Glu Gly Gln
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Leu Gln Trp Leu Asn Rrg Arg Ala Asn Ala Leu Leu Ala Asn Gly
20 25 30
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REIVINDICACIONES

1. Método de produccion de ligando Apo-2, que comprende las etapas de: (a) proporcionar una célula huésped que
comprende un vector replicable que contiene una secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido de ligando
Apo-2; (b) proporcionar medios de cultivo que contienen un ion metdlico divalente, en el que el ion metalico divalente
es cinc y esta presente en los medios de cultivo a una concentracion de aproximadamente 50 micromolar a
aproximadamente 250 micromolar; (c) cultivar la célula huésped en los medios de cultivo bajo condiciones
suficientes para expresar el ligando Apo-2; y (d) recuperar el ligando Apo-2 de la célula huésped o medios de cultivo,
en el que dicha célula huésped es E. coli.

2. Método, segun la reivindicacion 1, en el que dicho cinc es sulfato de cinc.

3. Método, segun la reivindicacién 2, en el que dicho cinc esta presente en los medios de cultivo a una concentracion
de aproximadamente 50 micromolar a aproximadamente 100 micromolar.

4. Método, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el método comprende ademas la etapa de
(e) purificar el ligando Apo-2.

5. Método, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el ligando Apo-2 se recupera o purifica en
presencia de un ion metdlico divalente, en el ion metalico divalente es cinc.

6. Método, segun la reivindicacion 5, en el que en la etapa (e) dicho ligando Apo-2 se purifica en presencia de un
agente reductor.

7. Método, segun la reivindicacion 6, en el que dicho agente reductor se selecciona del grupo que consiste en DTT y
BME.

8. Método, segln cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en el que dicho ligando Apo-2 se purifica mediante el
contacto secuencial de dicho ligando Apo-2 a un soporte de cromatografia cationica, soporte de hidroxiapatita y
soporte cromatografico hidrofébico.

9. Método, segun la reivindicacion 8, en el que dicho soporte de cromatografia catiénica se selecciona del grupo que
consiste en SP-Sefarosa, CM-Sefarosa, y resina ceramica HS Macro-Prep.

10. Método, segun la reivindicacion 8, en el que dicho soporte cromatografico hidrofébico se selecciona del grupo
gue consiste en fenil agarosa, butil agarosa, resina TSK y resina Toyopearl.

11. Método, segun la reivindicacion 1 6 2, en el que dicho vector replicable comprende una secuencia de nucleétidos
gue codifica una 0 mas moléculas de ARN{.

12. Método, segun la reivindicacion 1 6 2, en el que dicho vector replicable tiene un promotor de fosfatasa alcalina.

13. Método, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho ligando Apo-2 comprende los
aminodcidos 114 a 281 de la figura 1 (SEQ ID NO:1).

14. Método, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho ligando Apo-2 comprende los
aminoacidos 1 a 281 de la figura 1 (SEQ ID NO:1) o un fragmento biol6gicamente activo o variante del mismo.

15. Método de aumentar la formacién de trimeros de ligando Apo-2, que comprende exponer los polipéptidos de
ligando Apo-2 a un ion metalico divalente, en el que el ion metalico divalente es cinc y est4 presente en una
concentracion de aproximadamente 50 micromolar a aproximadamente 250 micromolar.

16. Método, segun la reivindicacion 15, en el que se reduce la formacion de dimeros de ligando Apo-2 unidos por
disulfuro.

17. Formulacion que comprende ligando Apo-2 y un ion metalico divalente, en la que el ion metalico divalente es cinc
y esta presente en la formulacién a (i) una proporcion molar 100:1 de cinc con respecto al ligando Apo-2, en la que
dicho cinc es acetato de cinc o sulfato de cinc; o (i) una proporcion 10:1 6 1:1 de cinc con respecto al ligando Apo-2,
en la que dicho cinc es sulfato de cinc, y en la que dicha formulacién tiene un pH de aproximadamente 7,5.

18. Formulacion, segun la reivindicaciéon 17, en la que dicha formulacién es una formulacion farmacéuticamente
aceptable.

19. Formulacion, segun la reivindicacion 17, en la que dicho ligando Apo-2 comprende los aminoacidos 114 a 281 de
la figura 1 (SEQ ID NO:1).
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20. Formulacién, segun la reivindicaciéon 17, en la que dicho ligando Apo-2 comprende los aminoacidos 1 a 281 de la
figura 1 (SEQ ID NO:1) o un fragmento biolégicamente activo o variante del mismo.

21. Método de produccion de una formulacion farmacéuticamente aceptable de ligando Apo-2, segun cualquiera de

las reivindicaciones 17 a 20, que comprende mezclar ligando Apo-2 e ion cinc divalente, y un portador
farmacéuticamente aceptable.
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Figura 1
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Figura 2A
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Figura 2B
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Datos cristalograficos

Apo-2L (114-281) Apo-2L (91-281) D218A Apo-2L (91-281) D218
Cristal
Grupo espacial P63 R32 R32
Celda unidad (A) a=725c=140 a=66,4c=197,6 a=66,4c=197,7
Resolucion (A) 3,9 1,9 1,3
Cobertura (%) 94 (96) 93 (99) 100 (100)
<l/s()> 59 10,1 12,4
# Unico (hkI) 3589 12680 41840
Redundancia 4,9 4,3 12,1
Rsim (%) 15,4 (34) 6,2 (27) 6,4 (34)
# Promotores en ASU 2 1 1
Refinamiento
Rerist (%) 33,8 20
Riibre (%) 27,6 22
msd Enlaces (A) 0,009 0,015 0,007
msd angulos (°) 1,79 2,0 1,41
Valores B promedio -- 14 14
# Moléculas de agua 0 70

Rsymm = ZpZi(lni-<In>)/Znl, donde I es la intensidad del factor de estructura promedio de i observaciones de
reflexiones relacionadas con la simetria con indice de Bragg h. Rerist = ZnZillFopsIFeaicll)/ ZIFobsl), donde Fops Y Feaic SON
las amplitudes de los factores de estructura calculados. Riire ~ (ke IFODS (i)l -KIF i/ hye< FODS iy, donde el grupo
t de reflexiones esta omito el proceso de refinamiento. El 10% de los datos se incluyeron en el grupo t para el
calculo de Rlibre y no se incluyeron en el refinamiento. Los valores en paréntesis son para la capa de resolucion
mas elevada

Figura 2C
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Figura 3
A A’ B’
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CD405L RFERILLRAANTHSSAKP..... CGQQSIHLGGVFELQPGASVFVNVTDP
FasL DLVMMEGKMMSYCTTGQ ...« .. MWARSSYLGAVFNLTSADHLYVNVSEL
RANKL SHTLMKGGSTRYWSGNSE.....FHFYSI RSGEETISIEVSNP
H
270 280

Apo2L HLIDMDHE.ASFFGAFLVG
TNF-f PELVLSPS.T
TNF-0 DYLLFAESGQ
CD40L SQVSHGTG.F
FasL SLVNFEES.Q
RANKL SLLDPDQD.AT

F GLYK&& Fl G. _ 3

40



ES 2392392713
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Figura 5
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Efecto de eliminacion de Zn en la estabilidad:
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Efecto de las adiciones de ZnS04 en la acumulacion del producto Apo2L
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Efecto de las adiciones de ZnSO4 en la acumulacion del producto
ApoZ2L utilizando el promotor trp para la expresion por E. coli
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Figura 12
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Figura 13
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