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DESCRIPCION
sLDLR en la hepatitis virica.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al uso terapéutico del receptor soluble de LDL (sLDLR; del inglés, soluble LDL

receptor) en la hepatitis virica, especialmente la infeccion por el virus de la hepatitis B (HBV; del inglés, hepatitis B
virus).

Antecedentes de la invenciéon

El colesterol, un componente de todas las membranas plasmaticas eucaridticas, es esencial para el crecimiento y la
viabilidad de las células en los organismos superiores. Sin embargo, unos niveles séricos elevados de colesterol
causan enfermedad y muerte al contribuir a la formacién de placas ateroscleréticas en las arterias de todo el cuerpo.
En los mamiferos, el principal sitio de sintesis de colesterol es el higado. También se forman cantidades apreciables
de colesterol en el intestino. La velocidad de formacion de colesterol por estos érganos es muy sensible a la
cantidad de colesterol absorbida de fuentes dietéticas. Las células de fuera del higado y del intestino obtienen
colesterol del plasma en lugar de sintetizarlo de novo. El colesterol y otros lipidos son transportados en los fluidos
corporales por lipoproteinas, que se clasifican de acuerdo con una densidad creciente. Una lipoproteina es una
particula que consiste en un nucleo de lipidos hidréfobos rodeado de una envoltura de lipidos polares y
apoproteinas. Estas lipoproteinas tienen dos funciones: solubilizan lipidos muy hidréfobos y contienen sefales que
regulan el movimiento de lipidos particulares dentro y fuera de células y tejidos diana especificos. El colesterol es
transportado en los fluidos corporales por lipoproteinas de baja densidad (LDL; del inglés, low-density lipoproteins),
que se unen a un receptor especifico presente en la membrana plasmatica de células no hepaticas. El complejo de
receptor-LDL se internaliza luego en las células mediante un mecanismo de transporte conocido como endocitosis
mediada por receptor (Goldstein et al., 1979). El receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDL) es el prototipo de
una familia de receptores de superficie celular estructuralmente relacionados que median en la endocitosis de
multiples ligandos en células de mamifero.

La secuencia de nucledtidos de un cDNA clonado de 5,3 kilobases para el receptor de LDL humano reveld cinco
dominios estructurales, algunos de los cuales comparten una homologia de secuencia con otras proteinas. Su
dominio NHa-terminal de unién a ligandos consiste en 322 restos, que incluyen 47 restos de cisteina. Este dominio
va seguido de cuatro dominios adicionales: el primero consiste en aproximadamente 350 restos de aminoacido y es
homologo al receptor de EGF, el segundo consiste en 48 restos de aminoacido ricos en aziucares O-enlazados, el
tercero es un unico dominio transmembranal de 22 restos de aminoacido, y el cuarto es un dominio citoplasmico de
50 restos de aminoacido (Yamamoto et al., 1984).

A partir del sobrenadante del cultivo de células inducidas con interferén (Fischer et al., 1993) y en fluidos corporales
(Fischer et al., 1994) se identificd y aislé una forma soluble del LDLR, sLDLR, que presentaba actividad antiviral. Se
han identificado varias proteinas inducidas por interferon que contribuyen a la inducciéon del estado antivirico por
IFNs. Una de dichas proteinas que presentaba actividad antivirica se producia y acumulaba en el sobrenadante del
cultivo de células WISH amnidticas humanas. Esta proteina fue purificada hasta homogeneidad y fue identificada
como el sLDLR (véanse el Documento EP 0553667 y Fischer et al., 1993). Se hallé que el sLDLR era secretado al
medio por células de mamifero que pasan a un estado antivirico en respuesta al interferén. Por contraste con el
interferén, el sLDLR no induce un estado antivirico en las células pero es antivirico en si mismo. Se hallé que
aparentemente el sLDLR ha de estar presente durante todo el proceso de replicacion, maduracién y gemacion
viricas, lo que sugiere que podria estar implicado en un proceso complejo que condujera a la inhibiciéon del la
ensambladura o la gemacion del virus (datos no publicados). Se ha mostrado recientemente que la endocitosis del
virus de la hepatitis C es mediada por receptores de LDL presentes en células cultivadas (Agnello et al., 1999).

El dafio o la lesion hepaticos pueden tener diversas causas. Se pueden deber, por ejemplo, a infecciones viricas o
bacterianas, abuso del alcohol, trastornos inmunoldgicos o cancer.

Las hepatitis viricas debidas al virus de la hepatitis B y al virus de la hepatitis C son enfermedades maltratadas que
afectan a un gran ndmero de personas de todo el mundo. El nimero de virus de hepatitis conocidos crece
constantemente. Aparte de los virus de las hepatitis B y C, se han descubierto hasta ahora al menos otros cuatro
virus, llamados virus de las hepatitis A, D, E y G, que causan hepatitis asociadas a virus.

La lamivudina (3TC), de nombre comercial Epivir, un tratamiento anti-HIV, ha sido también aprobada para el
tratamiento de la hepatitis B. Ciertos estudios han mostrado que el Epivir puede reducir la cantidad de virus de la
hepatitis B hasta niveles muy pequefios, aunque este efecto no dura para siempre.

El Adefovir Dipivoxil (ADV) es otro tratamiento contra el HIV del que se ha mostrado que es eficaz en la hepatitis B
cronica.

Yamamoto et al., 2006, se dirigen a la caracterizacion de interacciones de receptores de lipoproteinas de baja
densidad y ligandos mediante transferencia de energia por resonancia de fluorescencia.
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Yamamoto et al., 2007, describen la unidn, especifica de isoformas de la apolipoproteina E, al receptor de
lipoproteinas de baja densidad.

Compendio de la invencion

La presente invencion se basa en el hallazgo de que el sLDLR es eficaz para el tratamiento y/o la prevencion de
infecciones hepaticas causadas por el HBV.

Un primer objeto de la presente invencion es proporcionar un nuevo medio para tratar y/o prevenir infecciones
hepaticas causadas por el HBV. Por lo tanto, la invencién se refiere al uso de un sLDLR para la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento y/o la prevencion de la hepatitis virica causada por el HBV.

Con objeto de aplicar estrategias terapéuticas génicas para suministrar el sLDLR al higado, otros aspectos de la
invencion se refieren al uso de vectores de expresién que comprenden la secuencia de codificacién de un sLDLR,
para uso en el tratamiento y/o la prevencién de los estados morbosos. La invencion se refiere ademas al uso de la
activacion de sLDLRs por genes enddgenos y al uso de células genéticamente modificadas para que expresen
sLDLRs, para la prevencion y/o el tratamiento de la infeccidon hepatica causada por el HBV.

Descripcion de la invencion

La presente invencion se basa en el hallazgo de un efecto beneficioso de un sLDLR en la hepatitis virica, en
particular en la hepatitis causada por el virus HBV.

De acuerdo con el primer aspecto de la presente invencion, se usa el sSLDLR para la fabricacion de un medicamento
para el tratamiento y/o la prevencion de una infeccion virica del higado causada por el HBV.

De acuerdo con la invencién, también se utilizan sLDLRs para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento
y/o la prevencion de la hepatitis crénica activa, también llamada hepatitis cronica agresiva. Es una inflamacién
continua del higado que dafia las células hepaticas. Las causas de la hepatitis crénica activa incluyen la infeccion
virica y otras. La enfermedad se caracteriza por necrosis o muerte de células hepaticas, inflamacién activa, y fibrosis
que puede conducir a insuficiencia hepética, cirrosis y muerte. La incidencia es 1 caso por cada 10.000 personas.
Son factores de riesgo las enfermedades autoinmunes, una infeccion previa con hepatitis C, o un antigeno positivo
de hepatitis A o hepatitis B durante mas de 6 meses.

La hepatitis cronica persistente es una forma benigna y no progresiva de inflamacién hepatica, y es también una
enfermedad abarcada por la expresion "infeccion hepatica" de acuerdo con la presente invencion.

Los ejemplos de produccion de sustituciones de aminoacidos en proteinas que se pueden utilizar para obtener
muteinas de polipéptidos o proteinas sLDLR para uso en la presente invencién incluyen cualesquier operaciones de
método conocidas, tales como las presentadas en las patentes de EE.UU. RE 33.653, 4.959.314, 4.588.585 y
4.737.462, concedidas a Mark et al.; 5.116.943, concedida a Koths et al.; 4.965.195, concedida a Namen et al.;
4.879.111, concedida a Chong et al.; y 5.017.691, concedida a Lee et al.; y las proteinas con sustitucion de lisina
presentadas en la patente de EE.UU. n° 4.904.584 (Shaw et al.).

La expresion "proteina fusionada" se refiere a un polipéptido que comprende un sLDLR, o un sLDLR virico, o una
muteina o fragmento del mismo, fusionado con otra proteina que, por ejemplo, presenta un tiempo de permanencia
prolongado en fluidos corporales. De este modo, se puede fusionar un sLDLR con otra proteina, polipéptido o
similar, tal como, por ejemplo, una inmunoglobulina o un fragmento de la misma.

Los "derivados funcionales", como se emplean en esta memoria, abarcan derivados de sLDLRs y sus muteinas y
proteinas fusionadas, que se pueden preparar a partir de los grupos funcionales que aparecen como cadenas
laterales de los restos o los grupos N- o C-terminales por medios conocidos en la técnica, y se incluyen en la
invencion con tal de que se mantengan farmacéuticamente aceptables, es decir, que no destruyan la actividad de la
proteina, que es sustancialmente similar a la actividad del sLDLR, y no confieran propiedades toxicas a las
composiciones que los contienen.

Estos derivados pueden incluir, por ejemplo, cadenas laterales de polietilenglicol, que pueden enmascarar sitios
antigénicos y prolongar la permanencia de un sLDLR en fluidos corporales. Otros derivados incluyen ésteres
alifaticos de los grupos carboxilo, amidas de los grupos carboxilo por reaccién con amoniaco o con aminas primarias
o secundarias, derivados N-acilicos de grupos amino libres de los restos de aminoacido, formados con componentes
acilicos (por ejemplo, grupos alcanoilo o aroilo carbociclico), o derivados O-acilicos de grupos hidroxilo libres (por
ejemplo, los de restos de serilo o treonilo), formados con componentes acilicos.

Las "fracciones activas" de unas muteinas y proteinas fusionadas de sLDLR abarcan cualesquier fragmentos o
precursores de la cadena polipeptidica de la molécula de proteina, solos o junto con moléculas asociadas o restos
enlazados a los mismos, tales como, por ejemplo, restos de azucar o de fosfato, o agregados de la molécula de
proteina o los restos de azucar solos, con tal de que dicha fraccién tenga una actividad sustancialmente similar a la
del sLDLR.
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En una realizacion muy preferida de la presente invencion, el sSLDLR empleado es un sLDLR, o una isoforma, una
muteina, una proteina fusionada, un derivado funcional, una fraccién activa o un derivado circularmente permutado
de los mismos. Estas isoformas, muteinas, proteinas fusionadas o derivados funcionales conservan la actividad
biologica del sLDLR y preferiblemente tienen esencialmente al menos una actividad similar a la del sLDLR.
Idealmente, dichas proteinas tienen una actividad bioldgica que esta incluso aumentada en comparacién con la del
sLDLR no modificado. Las fracciones activas preferidas tienen una actividad que es mejor que la actividad del
sLDLR, o tienen otras ventajas, como una estabilidad mejor o una toxicidad o una inmunogenicidad menores, o son
mas faciles de producir en grandes cantidades, o mas faciles de purificar.

Los derivados funcionales de sLDLR se pueden conjugar con polimeros con objeto de mejorar las propiedades de la
proteina, tales como la estabilidad, la semivida, la biodisponibilidad, la tolerancia por el cuerpo humano o la
inmunogenicidad. Para alcanzar este objetivo, se puede enlazar el sLDLR con, por ejemplo, polietilenglicol (PEG).
La PEGilacién se puede llevar a cabo mediante métodos conocidos, descritos, por ejemplo, en el Documento WO
92/13095.

Por lo tanto, en una realizacién preferida de la presente invencion, el sSLDLR empleado esta PEGilado.

En otra realizacion preferida de la invencion, el sLDLR empleado es una proteina fusionada que comprende todo, o
parte de, un sLDLR, que estéa fusionado con toda, o parte de, una inmunoglobulina. La persona experta en la técnica
entendera que la proteina de fusién resultante conserva la actividad bioldgica del sLDLR. La fusion puede ser directa
o por medio de un péptido conector corto que puede ser tan corto como el que tiene una longitud de 1 a 3 restos de
aminoacido o mas, por ejemplo, una longitud de 13 restos de aminoacido. Dicho conector puede ser, por ejemplo, un
tripéptido de secuencia E-F-M (Glu-Phe-Met), o una secuencia conectora de 13 aminoacidos que comprende Glu-
Phe-Gly-Ala-Gly-Leu-Val-Leu-Gly-Gly-GIn-Phe-Met introducida entre la secuencia de sLDLR y la secuencia
inmunoglobulinica. La proteina de fusidon resultante presenta propiedades mejoradas, tal como un tiempo de
permanencia en fluidos corporales (semivida) prolongado, una actividad especifica aumentada o un nivel de
expresion aumentado, o su purificacion se ve facilitada.

En una realizacioén preferida, se fusiona el sSLDLR con la regiéon constante de una molécula de lg. Preferiblemente, se
fusiona con regiones de cadena pesada, tales como, por ejemplo, los dominios CH2 y CH3 de IgG1 humana. La
generacion de proteinas de fusion especificas que comprenden sLDLR y una porciéon de una inmunoglobulina se
describe, por ejemplo, en el ejemplo 11 del Documento WP99/09063. Otras isoformas de moléculas de Ig son
también adecuadas para la generacion de proteinas de fusion de acuerdo con la presente invencién, tales como
isoformas 1gG, o 1gG4, u otras clases de Ig como, por ejemplo, IgM o IgA. Las proteinas de fusién pueden ser
monomeras o multimeras, heteromultimeras u homomultimeras.

En una realizacion preferida de la presente invencion, se utiliza el sSLDLR en una cantidad de aproximadamente
0,0001 a 10 mg/kg de peso corporal, o de aproximadamente 0,01 a 5 mg/kg de peso corporal, o de
aproximadamente 0,1 a 3 mg/kg de peso corporal o de aproximadamente 1 a 2 mg/kg de peso corporal. En aun otra
realizacion preferida, el SLDLR se usa en una cantidad de aproximadamente 0,1 a 1000 ug/kg de peso corporal, o de
1 a 100 ug/kg de peso corporal o de aproximadamente 10 a 50 ug/kg de peso corporal.

La invencién se refiere ademas al uso de un vector de expresién que comprende la secuencia de codificaciéon de un
sLDLR, en la preparacion de un medicamento para la prevencién y/o el tratamiento de una infeccion hepatica. De
este modo, se utiliza una estrategia génica terapéutica para tratar y/o prevenir la enfermedad. Ventajosamente, la
expresion del sLDLR sera entonces in situ.

La invencion se refiere ademas al uso de una célula que ha sido genéticamente modificada para que produzca un
sLDLR, en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento y/o la prevencién de infeccidon hepatica, artritis o
enfermedad inflamatoria intestinal.

Con la definicion de "farmacéuticamente aceptable" se quiere abarcar cualquier vehiculo que no interfiere en la
eficacia de la actividad biolégica del ingrediente activo y que no es téxico para el huésped al cual se administra. Por
ejemplo, para administracion parenteral, la(s) proteina(s) activa(s) se puede(n) formular en una forma de dosificacion
unitaria para inyeccion, en vehiculos tales como disolucién salina, disolucién de dextrosa, albumina sérica y
disolucion de Ringer.

Los ingredientes activos de la composicion farmacéutica descrita en esta memoria se pueden administrar a un
individuo de diversas maneras. Las vias de administracion incluyen las vias intradérmica, transdérmica (por ejemplo,
en formulaciones de liberacién lenta), intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, subcutanea, oral, epidural, topica e
intranasal. Se puede utilizar cualquier otra via de administracion terapéuticamente eficaz, tal como, por ejemplo,
absorcion a través de tejidos epiteliales o endoteliales 0 mediante una terapia génica con la cual se administra al
paciente (por ejemplo, por medio de un vector) una molécula de DNA que codifica el agente activo, lo que causa que
el agente activo sea expresado y secretado in vivo. Ademas, la(s) proteina(s) usada(s) en la invencién se puede(n)
administrar junto con otros componentes de agentes biolégicamente activos, tales como agentes tensioactivos,
excipientes, agentes diluyentes y vehiculos farmacéuticamente aceptables.
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Para administraciéon parenteral (por ejemplo, intravenosa, subcutanea o intramuscular), la(s) proteina(s) activa(s) se
puede(n) formular como una disolucién, suspension, emulsién o polvo liofilizado, en asociaciéon con un vehiculo
parenteral farmacéuticamente aceptable (por ejemplo, agua, disolucién salina o disolucién de dextrosa) y aditivos
que mantienen la isotonicidad (por ejemplo, manitol) o la estabilidad quimica (por ejemplo, conservantes y
tampones). La formulacion es esterilizada mediante técnicas cominmente empleadas.

La biodisponibilidad de la(s) proteina(s) activa(s) de acuerdo con la invencién puede ser también mejorada
utilizando procedimientos de conjugacion que aumenten la semivida de la molécula en el cuerpo humano, tal
como, por ejemplo, enlazando la molécula con polietilenglicol, como se describe en la Solicitud de Patente PCT
WO 92/13095.

Las cantidades terapéuticamente eficaces de las proteina(s) activa(s) seran una funcién de muchas variables,
incluyendo el tipo de antagonista, la afinidad del antagonista para IL-18, cualquier actividad citotoxica residual
mostrada por los antagonistas, la via de administracién y el estado clinico del paciente (incluyendo la conveniencia
de mantener un nivel atoxico de actividad IL-18 enddégena).

Una "cantidad terapéuticamente eficaz" es aquella que, cuando se administra, da lugar a la inhibicion del virus HBV
por el sLDLR. La dosis administrada a un individuo, en forma de dosis individuales o mdltiples, variara dependiendo
de una diversidad de factores, incluyendo las propiedades farmacocinéticas del sLDLR, la via de administracion, las
condiciones y caracteristicas del paciente (sexo, edad, peso corporal, salud y tamafio), el grado de los sintomas, los
tratamientos concurrentes, la frecuencia del tratamiento y el efecto deseado. El ajuste y manipulacion de los
intervalos de dosificacion establecidos estan dentro de la capacidad de los expertos en la técnica, asi como los
métodos in vitro e in vivo para determinar la inhibicion de IL-18 en un individuo.

De acuerdo con la invencion, se utiliza el sLDLR en una cantidad de aproximadamente 0,0001 a 10 mg/kg o de
aproximadamente 0,01 a 5 mg/kg de peso corporal, o de aproximadamente 0,1 a 3 mg/kg de peso corporal o de
aproximadamente 1 a 2 mg/kg de peso corporal. Otras cantidades preferidas de los sLDLRs son cantidades de
aproximadamente 0,1 a 1000 pg’kg de peso corporal, o de aproximadamente 1 a 100 ug/kg de peso corporal o de
aproximadamente 10 a 50 ug/kg de peso corporal.

La via de administracién que se prefiere es la administracion por via subcutanea. Se prefiere ademas la
administracion intramuscular.

En otras realizaciones preferidas, el sLDLR se administra diariamente o en dias alternos.

Las dosis diarias se administran normalmente en dosis divididas o en una forma de liberaciéon continua eficaz para
obtener los resultados deseados. Las administraciones segundas o subsiguientes se pueden llevar a cabo con una
dosis que sea igual, menor o mayor que la dosis inicial o previa administrada al individuo. Se puede administrar una
administracion segunda o subsiguiente durante, o antes de, el inicio de la enfermedad.

De acuerdo con la invencion, el sLDLR se puede administrar profilactica o terapéuticamente a un individuo antes de,
0 simultanea o secuencialmente con, otros regimenes o agentes terapéuticos (por ejemplo, regimenes con multiples
farmacos), en una cantidad terapéuticamente eficaz, segun es determinada por el médico de acuerdo con la eficacia
del régimen. Los agentes activos que se administran simultdneamente con otros agentes terapéuticos se pueden
administrar en las mismas composiciones 0 en composiciones diferentes.

Una vez descrita la invencion, serda mas facilmente entendida por referencia a los ejemplos siguientes, que se
proporcionan a modo de ilustracion.

Ejemplos

Ejemplo 1: Preparaciéon de sLDLR

1.1. Multiplicacién de fragmentos de hsLDLR por PCR

Se aislaron los genes de LDLR de fragmentos +292 y +331 mediante multiplicacion por PCR usando como molde el
gen de LDLR completo. La multiplicacion se llevé a cabo en mezclas de reaccion que contenian 1 ng del molde, 400
ng de cada cebador (véase la seccién 6.1), mezcla de dNTPs 0,2 mM, MgCl, 2 mM y 5 U de DNA polimerasa Pfu
(Stratagene) en el tampdn suministrado con la enzima, en un volumen total de reaccién de 100 ul. Se emplearon 31
ciclos térmicos (1 minuto a 94 °C, 1 minuto a 65 °C y 2 minutos a 72 °C), precedidos de un calentamiento de 2
minutos a 94 °C y seguidos de 10 minutos a 72 °C.

1.2. Preparacion de DNA plasmidico

Se prepard DNA plasmidico usando un kit comercialmente asequible (Qiagen DNA Maxi Kit, n® de catalogo: 12162),
de acuerdo con el procedimiento descrito por el fabricante.
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1.3. Transfeccién y multiplicacién génica

Se cultivaron células CHO-DUKX (deficientes en cuanto a actividad DHFR) en medio F12 complementado con FBS
al 10%. La transfeccion se llevd a cabo mediante liposomas cationicos empleando LipofectAmine (Gibco BRL), de
acuerdo con el protocolo descrito por el fabricante. Setenta y dos horas después de la transfeccion, las células
fueron transferidas a un medio selectivo. Las células que expresaban la actividad DHFR formaban colonias, que
fueron aisladas levantando las células con discos de papel empapados en tripsina y exploradas en cuanto a
actividad r-hsLDLR

La multiplicacion génica se llevo a cabo de acuerdo con el procedimiento siguiente:

Los clones que habian crecido en el medio selectivo (actividad DHFR positiva) fueron sembrados con una densidad
baja (4000 células/cmz) en 5-6 matraces en T, cada uno de los cuales contenia metotrexato (MTX) en
concentraciones crecientes que variaban de 0 (como un testigo) a 100 nM.

1. Aproximadamente 10 dias después de la exposicion a MTX, se pudieron visualizar microscépicamente las
colonias resistentes en parte de los matraces en T. Los cultivos que presentaban una supervivencia celular
de aproximadamente 10% fueron escogidos para la siguiente operacién de multiplicacion.

2. Las células fueron resembradas con una densidad baja (4000 células/cm?) en 5-6 matraces en T, cada uno
de los cuales contenia metotrexato en una concentracion diferente. Las células fueron resembradas en MTX
en concentraciones crecientes que variaban de la concentracion escogida en la operacion 1 (concentracion
mas pequena) a 10 veces la concentracion escogida (concentracion mas grande).

3. Se repitieron las operaciones 1 — 2 en los siguientes ciclos de multiplicacion.
4. Después del ultimo ciclo de multiplicacién génica, las células fueron subclonadas por dilucién limitante.

5. Se obtuvo el r-hsLDLR de las células mediante métodos convencionales.

1.4. Bioensayo

Se empled un bioensayo semicuantitativo para controlar el producto por todas las fases de desarrollo. El ensayo era
un ensayo de inhibicion de CPE, similar al bioensayo usado para IFN-B. En las fases iniciales del desarrollo, se
utilizé IFN- como patrén. Mas adelante fue sustituido por una partida de r-hsLDLR purificado.

Se cultivaron células WISH en medio MEM 1x complementado con FBS al 10% y glutamina 4 mM, en una
incubadora a 37 °C con CO; al 5%. Veinticuatro horas antes del ensayo, células que crecian exponencialmente
fueron sembradas en placas TC de 96 pocillos, con una densidad de 40.000 células/pocillo. Las muestras que se
iban a examinar y el patron fueron diluidos y distribuidos en los pocillos que contenian células. Se afadié
inmediatamente VSV a los pocillos, con una MOI de 0,5 pfu/célula. Las placas fueron incubadas durante 16-18 horas
a 37 °C y fueron luego lavadas con etanol. Se observé la monocapa de células supervivientes mediante el colorante
violeta cristal Gram. La cuantificacion del efecto citopatico con respecto al patron se llevdé a cabo trazando
graficamente la densidad cromatica frente a la concentracion de patron.

Ejemplo 2: Inhibicion de la liberacion de HBV por células de hepatoma viricamente infectadas

Se examiné la capacidad de sLDLR para inhibir virus patégenos mediante el programa "Antimicrobial Acquisition and
Coordinating Facility" (AACF) del "National Institute of Allergy and Infectious Diseases" (NIAID). Cultivos confluentes
de células 2.2.15 [células de carcinoma hepatocelular HepG2 humano (ATCC HB-8065) infectadas con HBV, que
desprenden constitutivamente viriones HBV] fueron mantenidos en medio RPMI 1640 con suero bovino fetal al 2%
(Korba y Gerin, Antivir. Res. 19: 55-70, 1992), en placas de fondo plano y 96 pocillos para cultivo tisular. Los cultivos
(6 para cada una de las 4 concentraciones de ensayo en dos placas duplicadas) se trataron con nueve dosis diarias
consecutivas de compuestos sLDL. Se cambioé diariamente el medio con compuestos de ensayo frescos. 24 horas
después del ultimo tratamiento, se evalué el DNA de virion HBV en el medio de cultivo mediante hibridacion
cuantitativa por transferencia. Se utilizd la incorporacién de colorante rojo neutro (absorbancia del colorante
internalizado a 510 nm [A510]) para determinar el nivel relativo de toxicidad 24 horas después del Ultimo tratamiento
(Korba y Gerin, Antivir. Res. 19: 55-70, 1992). Los valores se presentan como un porcentaje de los valores medios
de A510 para 9 cultivos separados de células no tratadas y mantenidas en la misma placa. Para los andlisis de
toxicidad se sembraron cultivos al mismo tiempo con la misma coleccion de células de reserva utilizada para los
analisis antiviricos y mantenida de una manera idéntica. Se traté un total de 3 cultivos con cada concentracion de
compuesto de ensayo. En los analisis de toxicidad se utilizaron niveles 10 veces mayores de los compuestos de
ensayo (con diluciones sucesivas al triple). Se calcularon los valores de CC50, EC50, EC90 y S.I. (CC50/EC90).
Como testigo de ensayo positivo se utilizé lamivudina (3TC). Se obtuvieron los resultados siguientes:
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SLDLR, pg/ml Lamivudina, yM
CC50 EC50 EC90 Si CC50 EC50 EC90 Si
>10 0,131 0,922 > 11 2308 0,045 0,146 15.178

De este modo, el sLDLR inhibia la formaciéon del virion HBV a partir de células viricamente infectadas, en
concentraciones muy por debajo de la toxicidad.

Ensayos adicionales llevados a cabo con sLDLR mostraron que era activo frente a todos los mutantes resistentes a
lamivudina y también a adefovir dipivoxil examinados, como se muestra en la tabla siguiente.

Nombre Unidades Testigo: 3TC (uM) | Testigo: ADV (uM)
o . .

l;:\RdBe comc:fjlesto virus :Inps:l:g Cepa fér(:;co ECo0 ECR0 EC50 EC90 EC50 EC90

07- MRAWBA HBV HBVDR WT uM 0,9 6 0,2 0,7 1,5 6,5

000023

HBV HBVDR L180M uM 0,8 63 52 20 1,9 8,5

HBV HBVDR M204V uM 1 6,5 > 100 > 100 1,8 7

HBV HBVDR M2041 UM 1,1 8 > 100 > 100 1,3 7,2

HBV HBVDR LM/MV UM 12 75 > 100 > 100 1,3 7,8

HBV HBVDR N236T uM 1 8,2 0,2 0,6 8,1 32
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REIVINDICACIONES

Uso de un sLDLR (receptor soluble de LDL) para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento y/o la
prevencion de una infeccion del higado.

El uso de acuerdo con la Reivindicacion 1, en donde la infeccion del higado es virica, aguda o crénica.

El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el sLDLR es sLDLR o una
isoforma del mismo, o una proteina fusionada del mismo, o un derivado funcional seleccionado de entre sLDLR
con cadenas laterales de polietilenglicol, ésteres alifaticos de los grupos carboxilo, amidas de los grupos
carboxilo por reaccién con amoniaco o con aminas primarias o secundarias, derivados N-acilicos de grupos
amino libres de los restos de aminoacido, formados con componentes acilicos, o derivados O-acilicos de grupos
hidroxilo libres, formados con componentes acilicos.

El uso de acuerdo con la Reivindicacion 3, en donde el sLDLR esta PEGilado.

El uso de acuerdo con la Reivindicaciéon 3, en donde el sLDLR es una proteina fusionada y comprende todo, o
parte de, un sLDLR fusionado con toda, o parte de, una inmunoglobulina.

El uso de acuerdo con la Reivindicacion 5, en donde la proteina fusionada comprende toda, o parte de, la regién
constante de una inmunoglobulina.

El uso de acuerdo con la Reivindicacion 6, en donde la inmunoglobulina es del isotipo IgG1 o 1gG2.

El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el sLDLR se utiliza en una
cantidad de aproximadamente 0,0001 a 10 mg/kg de peso corporal, o de aproximadamente 0,01 a 5 mg/kg de
peso corporal, o de aproximadamente 0,1 a 3 mg/kg de peso corporal o de aproximadamente 1 a 2 mg/kg de
peso corporal.

El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el sLDLR se usa en una
cantidad de aproximadamente 0,1 a 1000 ug/kg de peso corporal, o de 1 a 100 ug/kg de peso corporal o de
aproximadamente 10 a 50 pg/kg de peso corporal.

El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el sLDLR se administra
subcuténea o intramuscularmente.

El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el sLDLR se administra
diariamente o en dias alternos.

Uso de un vector de expresion que comprende la secuencia de codificacion de un sLDLR, en la fabricacion de
un medicamento para el tratamiento y/o la prevencién de una infeccion del higado.

El uso de acuerdo con la Reivindicacion 12, para terapia génica.

Uso de un vector para inducir y/o potenciar la produccion enddgena de un sLDLR en una célula, en la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento y/o la prevencién de una infeccion del higado.

Uso de una célula que ha sido genéticamente modificada para que produzca un sLDLR, en la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento y/o la prevencién de una infeccién del higado.



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones

