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DESCRIPCIÓN

Molécula biespecífica que se une a TLR9 y CD32 y que comprende un epítopo de célula T

La presente invención se refiere a moléculas con especificidad de unión tanto a Receptor 9 semejante a Toll (TLR9) 
como a CD32 que contienen uno o más epítopos de antígeno de célula T.

La invención se refiere además a la producción de estas moléculas y a su uso para la preparación de medicamentos 5
para el tratamiento de las alergias.

Introducción:

Se considera que la alergia es una reacción hipersensible a proteínas en el medioambiente (aire/agua/alimentos). Los 
alergenos son antígenos frente a los que responden los pacientes atópicos con respuestas de anticuerpo IgE que 
posteriormente dan lugar a reacciones alérgicas. Los antígenos en los complejos o proteínas de fusión pueden ser 10
alergenos medioambientales (por ejemplo, ácaro del polvo doméstico, polen de abedul, polen de hierba, antígenos de 
gato, antígenos de cucaracha) o alergenos alimentarios (por ejemplo, leche de vaca, cacahuete, gamba, soja) o una 
combinación de ambos. Las moléculas IgE son importantes debido a su papel en la activación de las células efectoras 
(mastocito, basófilos y eosinófilos). Más recientemente, se ha admitido que IgE también juega un papel importante en la 
fase de inducción de las enfermedades alérgicas, mediante la regulación al alza del potencial de captura de antígeno de 15
las células B y las células dendríticas (DC), ambos a través de receptores de baja afinidad (CD23) y de alta afinidad 
(FcRI) [1]. Las funciones negativas de los anticuerpos IgE pueden contrarrestarse mediante anticuerpos IgG específicos 
de alergeno, por ejemplo, porque dirigen la respuesta inmune fuera de las células B a monocitos y DC [2]. Además, 
compiten con las moléculas IgE para los sitios de unión del alergeno. Por lo tanto, las alergias pueden tratarse, curarse y 
prevenirse mediante la inducción de moléculas IgG específicas de alergeno.20

Las moléculas IgG tienen una vida media en suero de aproximadamente 3 semanas comparado con los 3 días 
aproximados para las moléculas IgE. Las moléculas IgE se inducen por la interacción entre células B (sin activar) y 
células Th2 que proporcionan la expresión de IL-4 e IL-13 junto con CD40L necesaria para inducir una cambio de clase  
a IgE en las células B de memoria y células plasmáticas [3]. Por el contrario, las células Th1, que producen IFN- e IL-2, 
inducen un cambio de clase hacia IgG. Por lo tanto, la inducción de las respuestas de células T auxiliares Th1, en lugar 25
de Th2 frente a alergenos, es beneficiosa para la prevención, tratamiento y cura de las enfermedades alérgicas.

Hasta la fecha, se usan varias formas de vacunación activa usando alergenos. La más común es la denominada 
"inmunoterapia", que depende de inmunizaciones frecuentes con concentraciones relativamente altas de alergenos. Esta 
técnica sólo es moderadamente eficaz en una minoría de enfermedades alérgicas tales como alergia al veneno de las 
abejas y en algunos casos de rinitis y conjuntivitis, y recientemente algunas publicaciones han mostrado eficacia en 30
asma y dermatitis atópica. Más recientemente, se ha propuesto la inmunoterapia rápida ("rush"), en la que cantidades 
crecientes de alergeno se inyectan en un marco de tiempo bastante corto, con resultados ligeramente mejores [4; 5]. 
Habitualmente, se usa la ruta subcutánea para la administración de alergenos, pero recientemente esta ruta se ha 
comparado con la aplicación oral o incluso la aplicación local, los resultados son generalmente positivos pero no siempre 
consistentes. Una técnica diferente para  inmunoterapia es la descrita por Saint-Remy (EP 0 178 085 y 0 287 361), que 35
usa anticuerpos IgG autólogos que forman complejos in vitro con los alergenos relevantes. Esta técnica permite aplicar 
cantidades mucho menores de alergeno con menos efectos secundarios.

El mecanismo que está detrás de estas terapias no está claro. En la terapia clásica parece haber un efecto beneficioso si 
la terapia induce un incremento en anticuerpos IgG específicos, aunque no todos los incrementos significativos de IgG 
específicas se correlacionan con una inmunoterapia exitosa. Un argumento posible para que éste sea el caso es la 40
afinidad relativamente baja de anticuerpos IgG para CD32 en células B, monocitos y mastocitos. La estrategia Saint-
Remy selecciona los anticuerpos IgG específicos del paciente, que se mezclan posteriormente con alergenos relevantes 
in vitro. De esta manera se aseguran de que el alergeno no pueda reaccionar libremente con células u otros isotipos de 
anticuerpo en las células tales como IgE en mastocitos. Además, reivindican que se generan anticuerpos anti-idiotípicos 
frente a moléculas IgG específicas, que en el futuro prevendrán la alergia.45

En WO 97/07218 se describen proteínas de fusión alergeno-anti-CD32. En esta publicación, los problemas con el 
aislamiento de moléculas IgG específicas y la baja afinidad de estos anticuerpos IgG para CD32 se evitan y los factores 
de riesgo de la inmunoterapia clásica, que usa alergenos completos de "unión a IgE", se reducen. Sin embargo, la 
inducción reivindicada de respuestas de memoria Th1 debidas al direccionamiento único de la vacuna que contiene anti-
CD32 a las células dendríticas no puede sostenerse.50

Means Terry et al. (The Journal of Clinican Investigation 2005, vol 115(2): 407-417) describen que complejos inmunes 
que contienen ADN con suero de lupus estimulan DC plasmacitoides para producir citoquinas mediante una interacción 
cooperativa entre el receptor 9 semejante a Toll y FcgammaRIIa (CD32).
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Incluso a la vista de la investigación intensiva para estrategias terapéuticas para tratar enfermedades alérgicas, todavía 
existe una gran demanda para proporcionar medicamentos para el tratamiento exitoso de las alergias.

El objeto de la invención es por lo tanto proporcionar moléculas nuevas con propiedades mejoradas para el tratamiento 
de enfermedades alérgicas.

Según la invención, este objeto se consigue por el subject matter de las reivindicaciones.5

Descripción breve de la invención:

Antecedentes:

CD32 se expresa fuertemente en monocitos/células dendríticas y células B y así la molécula de la presente invención se 
diseña para dirigir la respuesta inmune a estas importantes células inmunológicas, con la intención de prevenir la 
presentación del alergeno por las células B, a la vez que se estimula la presentación del alergeno por células dendríticas 10
(DC) especialmente, dando lugar lo último a la inducción de respuestas Th1 frente a los alergenos en la molécula o 
complejo molecular que puede formularse como vacuna. El conocimiento más reciente muestra que existen dos tipos de 
células dendríticas (DC): células dendríticas mieloides (mDC) y plasmacitoides (pDC) [6], lo que ha dado lugar al nuevo 
concepto de células Dc1 y DC2 [7]. En este concepto, las células DC1 estimulan la inducción del desarrollo de las 
células Th1 después de la estimulación específica de antígeno y las células DC2 apoyan el desarrollo de las células Th2. 15
Se considera generalmente que las DC derivadas de monocitos (o mDC) son del tipo DC1, mientras se considera que 
las pDC son del tipo DC2 [6]. Ambos tipos de DC expresan CD32a e inducirán una respuesta de célula T específica de 
alergeno; sin embargo, no se garantiza que el resultado será del tipo Th1. De hecho, en donantes alérgicos las 
respuestas Th2 son más probables [8]. De forma importante, las pDC expresan el receptor TLR9, que se une a CpG-
ODN (oligodesoxinucleótidos [ODN] que contienen restos CpG no metilados). La activación de este receptor en pDC da 20
lugar a una producción muy fuerte de IFN- e IL-12 [9], lo que estimula la inducción de Th1 y transforma así las DC2 
potenciales en células DC1.

Por lo tanto, la molécula de la invención puede combinar la activación del receptor TLR9 en pDC con la estimulación e 
inducción específicas de células Th1 específicas de alergeno y comprende, por lo tanto, una mejora significativa de los 
conceptos anteriores.25

La invención comprende una preparación farmacéutica que comprende una molécula o un complejo molecular que tiene 
especificidad de unión para el receptor 9 semejante a Toll y CD32, en la que la molécula o complejo molecular incluye al 
menos un epítopo, preferiblemente al menos un epítopo de célula T, de al menos un antígeno y en la que la parte de 
unión a CD32 se selecciona del grupo que consiste en anticuerpos, fragmentos de anticuerpo, dominios proteicos y 
péptidos y la parte de unión a TLR9 es un ácido nucleico.30

La molécula o complejo molecular de la invención también evitará la función efectora de los mastocitos, que portan IgE, 
para el alergeno nativo del que se han seleccionado los epítopos de célula T para ser parte de la proteína de fusión.

Preferiblemente, la molécula o complejo molecular según la invención puede tener una o más de las características 
únicas siguientes:

 Activación e inducción de células Th1 específicas de alergeno, sin activación de células B específicas de alergeno.35

 Activación e inducción de células Th1 específicas de alergeno, sin activación de mastocitos o cualquier otra célula 
efectora, que, mediante IgE o IgG específica de alergeno, pueden activarse por los alergenos naturales de los que 
están representados los epítopos de célula T seleccionados en la molécula o complejo molecular de la invención.

La parte de unión a CD32 de la molécula o complejo molecular de la invención selecciona las células relevantes, que 
internalizarán la molécula o complejo molecular completo.40

Después de la internalización de la proteína de fusión según la presente invención por las células presentadoras de 
antígeno, la molécula de la invención se degrada y varios péptidos, incluyendo el o los epítopos de célula T 
incorporados, se presentan en las moléculas MHC clase II de las células presentadoras de antígeno, estimulando por lo 
tanto células T específicas de alergeno.

La o las estructuras de unión a TLR9 incorporadas en la molécula o complejo molecular de la invención son necesarias 45
para la inducción de un conjunto de memoria de Th1 específicas de alergeno, mediante la unión al receptor TLR9 
citoplasmático [10; 11]. La activación del receptor TLR9 da lugar a una inducción fuerte de la producción de IFN- e IL12 
[9].
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Según la presente invención, una molécula es una única entidad compuesta por átomos y/o otras moléculas por enlaces 
covalentes. La molécula puede estar compuesta por una única clase de sustancias o una combinación de éstas. Las 
clases de sustancias son, por ejemplo, polipéptidos, carbohidratos, lípidos, ácidos nucleicos, etc.

Un complejo molecular es un agregado de moléculas que interaccionan específicamente y fuertemente entre sí. Un 
complejo de varias moléculas puede formarse mediante interacciones hidrofóbicas (tales como, por ejemplo, la unión de 5
regiones variables de anticuerpo en un Fv) o mediante la unión fuerte de una molécula a otra a través de interacciones 
ligando/receptor tales como la unión anticuerpo-antígeno o avidina-biotina o mediante la formación de complejo a través 
de grupos químicos quelantes y semejantes.

Un antígeno puede ser una estructura que puede ser reconocida por un anticuerpo, un receptor de célula B o un receptor 
de célula T cuando es presentado por moléculas MHC de clase I o II.10

Un epítopo es la estructura más pequeña a la que se une específicamente un anticuerpo, un receptor de célula B o un 
receptor de célula T cuando es presentado por moléculas MHC de clase I o II. La especificidad se define como la unión 
preferente a una estructura molecular determinada (en las interacciones anticuerpo/antígeno también denominada 
epítopo) en un determinado contexto.

Un dominio es una región discreta encontrada en una proteína o polipéptido. Un dominio monomérico forma una 15
estructura tridimensional nativa en disolución en ausencia de secuencias de aminoácidos nativas flanqueantes. Los 
dominios de la invención se unirán específicamente a CD32 y/o TLR9 y/o epítopos expuestos o presentes. Los dominios 
pueden usarse como dominios únicos o dominios monoméricos o combinarse para formar dímeros y dominios 
multiméricos. Por ejemplo, un polipéptido que forma una estructura tridimensional que se une a una molécula diana es 
un dominio monomérico.20

Según la presente invención, el término anticuerpo incluye anticuerpos o derivados de anticuerpo o fragmentos de éstos 
así como moléculas relacionadas de la superfamilia de las inmunoglobulinas (tales como receptores de célula T 
solubles). Entre los fragmentos de anticuerpo están equivalentes u homólogos funcionales de anticuerpos incluyendo 
cualquier polipéptido que comprende un dominio de unión de inmunoglobulina o un dominio de inmunoglobulina pequeño 
mutado o péptidos que mimetizan este dominio de unión junto con una región Fc o una región homóloga a una región Fc 25
o al menos parte de ésta. Se incluyen las moléculas quiméricas que comprenden un dominio de unión de 
inmunoglobulina, o equivalentes, fusionado a otro polipéptido.

Los alergenos son antígenos frente a los que responden los pacientes atópicos con reacciones alérgicas.

Descripción detallada de la invención

La invención proporciona una preparación farmacéutica que comprende una molécula o complejo molecular capaz de 30
unirse a TLR9 y a CD32, que comprende al menos un epítopo de al menos un antígeno, en la que la parte de unión a 
CD32 de la molécula o complejo molecular se selecciona del grupo que consiste en anticuerpos, fragmentos de 
anticuerpo o péptidos, y la parte de unión a TLR9 es un ácido nucleico.

En una realización de la invención, la molécula o complejo molecular comprende al menos tres partes, siendo una parte 
una estructura que se une específicamente a TLR9 (de forma monovalente, bivalente o multivalente), siendo otra parte 35
una estructura que se une específicamente a CD32 (de forma monovalente, bivalente o multivalente) y al menos otra 
parte siendo uno o más epítopos de célula T de un antígeno y/o alergeno. Las partes pueden ser estructuras 
independientes que están unidas entre sí bien por uniones químicas o por fusión genética o por otras interacciones (no 
covalentes) tales como interacciones ligando-receptor o anticuerpo.

Las uniones entre las diferentes partes pueden ser diferentes. Por ejemplo, en una realización preferida, la unión entre 40
las partes que se unen a TLR9 y CD32 es por fusión genética y la unión al menos a al menos uno de los epítopos de 
célula T es a través de una interacción receptor/ligando (por ejemplo, biotina-estreptavidina). La ventaja de dicha 
configuración es la flexibilidad de la producción. La parte genérica, biespecífica (anti-TLR9/anti-CD32) del complejo 
molecular puede producirse de la misma manera para todos los pacientes, epítopos de célula T seleccionados se unen a 
la parte genérica del complejo molecular según las necesidades. La selección puede basarse en la prevalencia de la 45
enfermedad o en resultados de ensayos de especificidad individuales de pacientes (alergia específica). La formación del 
complejo puede realizarse centralizada o al lado de la cama o en el despacho del médico.

La unión química de moléculas de las diferentes moléculas de unión de la misma o una clase química diferente puede 
conseguirse por muchas técnicas diferentes que dan lugar bien a una proporción molecular definida de las diferentes 
partes de la molécula o complejo molecular de la invención. También puede dar lugar a una mezcla de moléculas con 50
diferentes proporciones moleculares de las diferentes partes de la molécula o complejo molecular de la invención.
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La proporción de las diferentes partes de la invención puede ser equimolar o no equimolar. La molécula puede ser 
monovalente para la unión a TLR9 y/o CD32 y/o epítopo(s) de célula T. También puede ser bi-, tri- y multivalente para al 
menos una de las partes de la molécula o el complejo molecular. Si la unión a TLR9 y/o CD32 es bivalente o con una 
valencia mayor, la especificidad de unión puede ser para uno o para más epítopos en CD32 y/o TLR9 respectivamente.

En otra realización de la invención, las especificidades de unión de la molécula se superponen de manera que una parte 5
de la molécula el complejo molecular de la invención se une a ambos, TLR9 y CD32. Dicha parte podría seleccionarse 
mediante el cribado simultáneo de moléculas para la unión tanto a CD32 como a TLR9 o mediante la obtención por 
ingeniería de una molécula que se une a ambos, CD32 y TLR9. Por ejemplo, puede usarse un soporte proteico para 
exponer bucles para la unión a CD32 y otros bucles que se unen a TLR9.

En una realización adicional de la invención, puede usarse un soporte proteico para exponer estructuras que se unen a 10
CD32, estructuras que se unen a TLR9 y para exponer epítopos de célula T.

Las moléculas con unión específica pueden ser ligandos naturales para CD32 y TLR9 y derivados de éstas. Por ejemplo, 
la parte Fc de inmunoglobulina se une a CD32. CpG es un ligando natural para TLR9.

Las moléculas con unión específica pueden ser péptidos. Los péptidos específicos de CD32 y TLR9 según la invención 
pueden seleccionarse por varios métodos tales como tecnología de exposición en fagos o mediante cribado de 15
bibliotecas de péptidos combinatorias o matrices de péptidos. Los péptidos pueden seleccionarse y usarse en varios 
formatos tales como péptidos lineales, constreñidos o cíclicos, los péptidos pueden modificarse químicamente para 
estabilidad y/o especificidad.

Un péptido que se une específicamente también puede obtenerse a partir del análisis de la interacción de un ligando 
proteico natural a TLR9 y CD32 por aislamiento del sitio de unión mínimo del ligando.20

Los péptidos con unión específica pueden usarse como tales en la molécula o el complejo molecular de la invención o 
usarse para ser incorporados en otras estructuras tales como por injerto en soportes proteicos, anticuerpos y dominios 
proteicos o acoplarse químicamente a moléculas transportadoras que podrían formar parte de la molécula o complejo 
molecular de la invención.

La parte de unión a CD32 de las moléculas o complejo molecular de la invención puede estar comprendida por proteínas 25
tales como anticuerpos o fragmentos de anticuerpo (tales como Fab, Fv, scFv, dAb, F(ab)2, minicuerpo, dominios 
pequeños mutados de inmunoglobulina, receptor de célula T soluble, etc). Los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo y 
derivados pueden generarse y seleccionarse para la unión a CD32 según métodos conocidos tales como la tecnología 
de hibridoma, clonación de células B, exposición en fagos, exposición en ribosomas o exposición en la superficie celular 
de bibliotecas de anticuerpos, cribado en matrices de anticuerpos variantes.30

Las partes de unión de las moléculas o complejos moleculares de la invención pueden ser dominios proteicos que 
aparecen naturalmente o dominios que se modifican artificialmente. Los dominios proteicos o derivados de dominios, por 
ejemplo, dominios con mutaciones tales como sustituciones, deleciones o inserciones de aminoácidos o dominios 
modificados químicamente pueden seleccionarse para la unión a CD32 según métodos conocidos (por ejemplo, 
exposición en fagos y en la superficie celular de bibliotecas de dominios o variantes de dominios y cribado, matrices de 35
moléculas variantes y cribado).

En una realización preferida, la parte de unión de una molécula o complejo molecular de la invención comprende un 
dominio pequeño mutado de inmunoglobulina (SMID) como se describe en PCT/EP2006/050059.

La parte de unión de la molécula o complejo molecular de la invención puede ser ácidos nucleicos tales como ARN o 
ADN que pueden seleccionarse para la unión específica a TLR9 según métodos conocidos tales como cribado de 40
aptámeros y técnicas de evolución in vitro.

Una realización preferida de la invención es una proteína de fusión recombinante que consiste en al menos un epítopo 
de al menos un antígeno, al menos un sitio de unión que interacciona con TLR9 y al menos un sitio de unión que 
interacciona con CD32. El antígeno puede ser tan pequeño como un epítopo de célula T de un antígeno o puede ser una 
combinación o una mezcla de uno o más epítopos de célula T de uno o más antígenos diferentes fusionados o unidos 45
entre sí de manera tal que permita el procesamiento y presentación apropiados por las moléculas MHC. El orden de los 
epítopos puede seleccionarse según diferentes criterios tales como estabilidad del producto, procesamiento eficaz, 
(no)reconocimento por anticuerpos preformados en las personas tratadas. Generalmente, se seleccionará una molécula 
estable que pueda ser presentada eficazmente por MHC y que dará lugar a un reconocimiento mínimo por los 
anticuerpos preformados.50
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La invención comprende además el acoplamiento físico de al menos una molécula que interacciona con TLR9, al menos 
una molécula que interacciona con CD32 y uno o más epítopos de célula T de uno o más antígenos unidos entre sí de 
una forma aleatoria.

Además, la invención proporciona la preparación de un medicamento que contiene la proteína de fusión según la 
invención y su uso para el tratamiento de las alergias. El medicamento puede ser una formulación de vacuna que 5
contiene la molécula o complejo molecular según la invención, útil esp. para inmunoterapia activa.

La producción recombinante de estructuras de unión biespecíficas de la molécula o el complejo molecular de la 
invención (es decir, que se unen a CD32 y a TLR9) puede conseguirse de diferentes maneras, por ejemplo, por:

 Tecnología de cuadroma (hibridomas fusionados) [12;13]

 scFv biespecíficos, bien como "fragmentos divalentes" o simplemente por fusión genética de diferentes scFv [14]10

 anticuerpos de dominio único en los que VH reconoce un antígeno y VL otro

 chi-bAb (como se describe en EP0640130)

 dominios pequeños mutados de inmunoglobulina, mediante la inclusión de dominios de inmunoglobulina preparados 
por ingeniería, que se unen específicamente a CD32 y/o a TLR9 en construcciones que codifican bien anticuerpos 
completos o fragmentos de anticuerpo tal como Fab (según PCT/EP2006/050059)15

 en el contexto de esta invención, la unión a CD32 también puede conseguirse por región o regiones Fc de 
inmunoglobulina monoméricas o multiméricas o una parte de éstas especialmente cuando la afinidad para CD32 de 
las partes Fc está aumentada, mientras la unión a TLR9 se consigue a través del sitio de unión normal (VH/VL) del 
anticuerpo

 región o regiones Fc de una inmunoglobulina o partes de éstas, que se unen a CD32, fusionadas con cualquier otro 20
resto con unión específico de TLR9

 la parte Fc del anticuerpo mencionado anteriormente puede prepararse por "glico-ingeniería" para incrementar la 
afinidad para FcR humanos [15]

pueden usarse soportes preparados por ingeniería, que se unen específicamente a TLR9 y/o CD32 de cualquier clase y 
unirse entre sí según se necesite. Estos soportes de unión pueden ser dominios proteicos, fibronectina III, lipocalinas, 25
Proteína A o inhibidor de -amilasa, proteínas con repeticiones anquirina, un dominio C2, un dominio A, un dominio 
semejante a EGFR, un dab, un chi-bAb, CTLA-4, cristalina gamma o cualquier otra proteína, dominio proteico o parte de 
éstos.

La molécula o complejo molecular de la invención consiste en uno o más epítopos y una o más estructuras de unión, que 
interaccionan con TLR9, preferiblemente TLR9 humano y una o más estructuras de unión, que interaccionan con CD32, 30
preferiblemente CD32 humano. Para facilitar el ensayo in vivo de la proteína inventiva, las estructuras de unión que 
reconocen TLR9 humano y CD32 humano pueden reaccionar de manera cruzada con TLR9 de mono o de ratón y CD32 
de mono o de ratón. Los antígenos/alergenos seleccionados pueden ser proteínas naturales/nativas completas o partes 
de éstas, siempre que los epítopos que pueden presentarse en moléculas MHC de clase II y que pueden ser 
reconocidos por las células T estén presentes en las secuencias presentes en la molécula o complejo molecular. La 35
parte o partes de la molécula o complejo molecular, que interacciona con TLR9 y CD32 pueden ser anticuerpos 
completos o incompletos (modificados) o fragmentos o derivados de éstos, siempre que se retenga la unión a TLR9 y 
CD32.

Alternativamente, pueden usarse anticuerpos anti-TLR9 y anti-CD32 o derivados o fragmentos de éstos, que todavía 
reconocen y se unen específicamente a TLR9 y CD32 humanos tales como los expresados por las células B y células 40
dendríticas.

Alternativamente, los anticuerpos que interaccionan con TLR9 o CD32 son anticuerpos mejorados con mayor afinidad 
que los anticuerpos originales.

Las moléculas de anticuerpo ejemplares son moléculas de inmunoglobulina intactas y aquellas partes de una molécula 
de inmunoglobulina que contiene el paratopo, incluyendo aquellas partes conocidas como Fab, Fab', F(ab')2, Fc y F(v), 45
dAb.
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Los anticuerpos pueden ser IgG, IgM, IgE, IgA o IgD. Las moléculas que interaccionan con TLR9 o CD32 pueden tener 
cualquier origen, preferiblemente origen de mamífero, preferiblemente origen humano, de ratón, camello, perro o gato o 
humanizado. Preferiblemente, las moléculas son anticuerpos, preferiblemente anticuerpos humanos o humanizados.

Tal y como se usa en la presente memoria, si la molécula o complejo molecular de la invención es una proteína de 
fusión, ésta puede expresarse en células huésped que abarcan cualquier clase de sistema celular que puede modificarse 5
para expresar la proteína de fusión. En el alcance de la invención, el término "células" significa células individuales, 
tejidos, órganos, células de insecto, células aviares, células de mamífero, células de hibridoma, células primarias, líneas 
celulares continuas, células madre y/o células preparadas por ingeniería genética, tales como células recombinantes que 
expresan un anticuerpo según la invención.

Las células pueden ser células bacterianas, células fúngicas, células de levadura, células de insecto, células de peces y 10
células de plantas.

Preferiblemente, las células son células animales, más preferiblemente células de mamíferos. Éstas pueden ser, por 
ejemplo, células BSC-1, células LLC-MK, células CV-1, células CHO, células COS, células PerC6, células murinas, 
células humanas, células HeLa, células 293, células VERO, células MDBK, células MDCK, células MDOK, células 
CRFK, células RAF, células TCMK, células LLC-PK, células PK15, células WI-38, células MRC-5, células T-FLY, células 15
BHK, SP2/0, células NS0 o derivados de éstas.

Preferiblemente, las estructuras de unión de la molécula o el complejo molecular de la invención que reconocen CD32 
son dominios pequeños mutados de inmunoglobulina, siendo por ejemplo un anticuerpo completo en el que un sitio de 
unión está formado por VH/VL y está combinado con un segundo sitio de unión que puede ser un dominio CL, CH1, 
CH2, CH3, CH4, VL o VH preparado por ingeniería según PCT/EP2006/050059.20

Según la invención, la molécula o complejo molecular contiene al menos una estructura que se une específicamente a 
CD32.

Un anticuerpo anti-CD32 puede obtenerse por métodos conocidos (tales como tecnología de hibridoma, clonación de 
células B y cribado de bibliotecas de anticuerpos). Para la selección, pueden usarse células que exponen CD32 en un 
formato natural o puede usarse una parte extracelular recombinante de CD32 o pueden usarse péptidos sintéticos 25
seleccionados de la secuencia de aminoácidos de CD32. Los criterios de selección son que la estructura de unión 
reconoce CD32a. En el caso en el que también sea reconocido CD32b, se prefiere que la afinidad para CD32a  CD32b.

Como un ejemplo, puede usarse el fragmento Fab del anticuerpo anti-CD32 IV.3 obtenido de la línea celular HB-217. 
Usando el método descrito, por ejemplo, por Orlandi et al16, el fragmento Fab se clona a partir de la línea celular HB-217. 
Alternativamente, pueden construirse otros formatos tales como scFv de las secuencias del gen V conocidas. Sin 30
embargo, para la combinación óptima con un anticuerpo anti-TLR9 o fragmento Fab o fragmento Fv se prefiere 
seleccionar ligantes específicos usando una o más de las bibliotecas de dominios pequeños mutados de 
inmunoglobulina de CH1, CH2, CH3, CH4, CL, VL o VH. Los dominios CH1, CH2, CH3, CH4, CL, VL o VH 
seleccionados pueden clonarse entonces en la secuencia existente de un anticuerpo anti-TLR9 o un fragmento Fab o Fv 
de éstos generando así un anticuerpo biespecífico o fragmento Fab.35

Las entidades de unión a CD32 seleccionadas deberían tener preferiblemente las características siguientes:

1. La interacción con CD32a da lugar a la internalización del complejo receptor-estructura de unión, activación de la 
célula presentadora de antígeno a través del resto ITAM en la cola citoplásmica del receptor y la presentación del 
antígeno de los epítopos de célula T unidos/fusionados

2. La interacción con CD32b da lugar a una señalización negativa del receptor a través del resto ITIM40

3. La interacción debería mostrar reactividad cruzada entre CD32 humano y de mono (para ensayar la eficacia en un 
modelo in vivo relevante)

4. La interacción debería mostrar reactividad cruzada con CD32 de ratón (para ensayar en un modelo in vivo establecido 
para alergia)

Para obtener una estructura de unión que se une específicamente a TLR9, pueden usarse varios procedimientos (tales 45
como tecnología de hibridoma, clonación de células B y cribado de bibliotecas de anticuerpos). Para la selección, 
pueden usarse células que expresan TLR9 en un formato natural para aislar TLR9 natural o puede usarse un TLR9 
recombinante o péptidos sintéticos seleccionados de la secuencia de aminoácidos de TLR9. Alternativamente, puede 
usarse TLR9 purificado o TLR9 expresado por líneas celulares. Los genes de anticuerpo que codifican VL y VH 
respectivamente pueden extraerse después de la selección para unión a TLR9 y usarse para diseñar un anticuerpo 50
recombinante o fragmento Fab específico para TLR9 humano. Alternativamente, también puede prepararse un Fv de 
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cadena única y fusionarse con el scFv anti-CD32 mencionado anteriormente. Sin embargo, para la combinación óptima 
con el anticuerpo anti-CD32 o fragmento scFv o Fab se prefiere seleccionar ligantes específicos usando una o más de 
las bibliotecas de dominios pequeños mutados de inmunoglobulina de CH1, CH2, CH3, CH4, CL, VL o VH. Los dominios 
CH1, CH2, CH3, CH4, CL, VL o VH seleccionados pueden clonarse entonces en el anticuerpo existente o fragmento Fab 
o scFv de anticuerpo anti-CD32 generando así un fragmento Fab biespecífico. Las entidades de unión a TLR9 5
seleccionadas deberían tener preferiblemente las características siguientes:

1. La interacción con TLR9 da lugar a la transducción de la señal y la producción de citoquinas

2. La interacción puede mostrar reactividad cruzada entre TLR9 humano y de mono (para ensayar la eficacia en un 
modelo in vivo relevante)

3. La interacción puede mostrar reactividad cruzada con TLR9 (para ensayar en un modelo in vivo establecido para 10
alergia) y CD32 de ratón

Por supuesto, la proteína de fusión puede prepararse de manera similar usando la parte Fab de un anticuerpo 
monoclonal aTLR9 existente. Usando el método descrito, por ejemplo, por Orlandi et al

16
, el fragmento Fab se clona a 

partir, por ejemplo, del clon 26C593 disponible en Imgenex Corp., como se ha descrito anteriormente para el fragmento 
fab del aCD32 Ab IV.3. De nuevo, para la combinación óptima con el fragmento Fab anti-TLR9 es mejor seleccionar 15
ligantes específicos para CD32 usando una o más de las bibliotecas de dominios pequeños mutados de inmunoglobulina 
de CH1, CH2, CH3, CH4, CL, VL o VH. Los dominios CH1, CH2, CH3, CH4, CL, VL o VH seleccionados pueden 
clonarse entonces en el fragmento Fab existente del anticuerpo anti-TLR9 generando así una molécula biespecífica.

Finalmente, por ejemplo, en ausencia de Ab adecuados existentes disponibles tanto para CD32 como TLR9, también es 
posible construir una molécula biespecífica usando las bibliotecas de dominios pequeños mutados de inmunoglobulina 20
de CH1, CH2, CH3 o CL para seleccionar ligantes específicos tanto para CD32 como TLR9 que se combinan 
posteriormente para formar nuevas estructuras existentes de al menos 1 estructura de unión específica para CD32 y 1 
estructura de unión específica para TLR9 derivadas de cualquiera de las posibles bibliotecas en cualquiera de las 
posibles combinaciones (CH1-CH1 o CH1-CH2 o CH1-CH3 o CH2-CH4 o CH3-CH4 o CH1-CH4 o CH2-CH3 etc).

Alternativamente, puede seleccionarse un único dominio variable de la superfamilia de inmunoglobulinas para unión a 25
TLR9 o CD32 con bucles CDR. El ligante seleccionado se aleatoriza entonces en posiciones de bucle no estructurales 
para generar una biblioteca de dominios variables que se selecciona para el otro antígeno respectivo, es decir, en el 
caso de un dominio variable que se une con bucles CDR a TLR9, la selección es para unión a CD32 y viceversa. 
También es posible seleccionar una biblioteca de un dominio V que contiene variaciones en los bucles CDR al mismo 
tiempo que variaciones en los bucles no CDR para unión a TLR9 y CD32 secuencialmente o simultáneamente.30

Dichos dominios V biespecíficos también forman parte de los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo tales como Fv de 
cadena única, Fab o anticuerpos completos.

Selección de un epítopo TLR9 adecuado:

La secuencia 244-256 (SEQ ID No 1) de la proteína TLR9 madura en código de aminoácidos de 1 letra:

35

cumplirá el criterio 1 y 2 pero no 3, mientras

La secuencia 176-191 (SEQ ID No 2) de la proteína TLR9 madura en código de aminoácidos de 1 letra:

y

La secuencia 216-240 de la proteína TLR9 madura (SEQ ID No 3) en código de aminoácidos de 1 letra:40
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cumplirán los tres criterios y se prefieren así para usarse en esta invención.

El proceso para producir la molécula o complejo molecular se lleva a cabo según métodos conocidos, por ejemplo, 
usando técnicas de clonación recombinante o por entrecruzamiento químico.

Un producto como se describe en esta invención puede producirse de la manera siguiente:

Los VH y VL obtenidos del anticuerpo anti-CD32 se fusionan con CH1 y CL respectivamente. El CL se ha preparado 5
previamente por ingeniería usando tecnología SMID (PCT/EP2006/050059) y seleccionado usando exposición en fago 
para unirse a TLR9 como se describe más adelante. CH1 se fusiona en su extremo C terminal con una secuencia que 
codifica los epítopos de célula T seleccionados. Estos dos genes que codifican proteína de fusión se clonan en un vector 
de expresión que permite la expresión de dos genes independientes (o en dos vectores de expresión independientes) y 
se co-expresan en células bacterianas, de levaduras o animales o cualquier otro sistema de expresión adecuado. Así, se 10
produce un Fab con las características deseadas, es decir, unión a CD32, unión a TLR9 y que porta los epítopos de 
célula T relevantes.

Ejemplos alternativos aplicando tecnología SMID:

 Se obtiene un scFv frente a TLR9 a partir de una biblioteca de exposición en fago o a partir de un hibridoma 
existente, y se obtiene una molécula de unión a CD32 a partir de un CH2-CH4 o CH3-CH4 o CH1-CH4 o biblioteca 15
de dominios pequeños mutados de inmunoglobulina. Estas dos secuencias codificadoras se ligan entre sí y se une 
una secuencia que codifica epítopos de célula T. La proteína de fusión se expresa en células bacterianas, de 
levadura o animales o cualquier otro sistema de expresión adecuado

 Alternativamente, se intercambia la especificidad para TLR9 y la especificidad para CD32: Se obtiene un scFv frente 
a CD32 a partir, por ejemplo, de una biblioteca de exposición en fago o a partir de un hibridoma existente, y se 20
obtiene una molécula de unión a TLR9 a partir de un CH2-CH4 o CH3-CH4 o CH1-CH4 o biblioteca de dominios 
pequeños mutados de inmunoglobulina. Estas dos secuencias codificadoras se ligan entre sí y se une una secuencia 
que codifica epítopos de célula T. La proteína de fusión se expresa en células bacterianas, de levadura o animales o 
cualquier otro sistema de expresión adecuado

 VH y VL de un anticuerpo anti-TLR9 se fusionan con CH1 y CL respectivamente. El CL se ha preparado previamente 25
por ingeniería y seleccionado usando exposición en fago para unirse a CD32 (SMID). CH1 se fusiona en su extremo 
C terminal con una secuencia que codifica los epítopos de célula T. Estos dos genes que codifican proteína de fusión 
se clonan en un vector de expresión que permite la expresión de dos genes independientes (o en dos vectores de 
expresión independientes) y se co-expresan en células bacterianas, de levaduras o animales o cualquier otro sistema 
de expresión adecuado. (de nuevo, anti-TLR9 y anti-CD32 pueden intercambiarse. CH1 y CL también pueden 30
intercambiarse)

 Los genes de cadena pesada y ligera de un anticuerpo anti-TLR9 se toman como un conjunto. En el gen de cadena 
pesada, la región CH2 (o CH1 o CH3 o CH4) se reemplaza por una región CH2 (o CH1 o CH3 o CH4 o CL o VH o 
VL) que se ha preparado previamente por ingeniería y seleccionado usando exposición en fago para unirse a CD32 
(dominio pequeño mutado de inmunoglobulina). CH1, CH2, CH3 o CH4 se fusiona en su extremo C terminal con una 35
secuencia que codifica los epítopos de célula T. Estos dos genes se clonan, de nuevo, en vectores de expresión y se 
expresan en células animales.

 2 dominios pequeños mutados de inmunoglobulina, uno específico para TLR9, el otro específico para CD32, se 
fusionan y combinan con epítopos de célula T

 1 dominio pequeño mutado de inmunoglobulina con 2 especificidades diferentes (TLR9 y CD32) se combina con 40
epítopos de célula T

Antígenos y epítopos

Los antígenos que forman parte de la molécula o complejo molecular según la invención pueden ser alergenos 
completos, alergenos desnaturalizados o cualesquiera antígenos que se tratan de cualquier forma posible para prevenir 
la unión a IgE. Dicho tratamiento puede consistir en proteger los epítopos de la proteína antigénica usando anticuerpos 45
IgM, IgD, IgA o IgG de alta afinidad dirigidos a los mismos epítopos que los anticuerpos IgE del paciente como describe 
Leroy et al [20]. Dichos anticuerpos también pueden unirse cerca de los epítopos específicos IgE previniendo así la unión 
de los anticuerpos IgE por impedimento estérico.

Los alergenos se definen generalmente como antígenos a los que responden pacientes atópicos con respuestas de 
anticuerpo IgE dando lugar posteriormente a reacciones alérgicas. Los antígenos usados en la molécula o el complejo 50
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molecular de la invención pueden ser alergenos medioambientales (por ejemplo, ácaro del polvo doméstico, polen de 
abedul, polen de hierba, antígenos de gato, antígenos de cucaracha) o alergenos alimentarios (por ejemplo, leche de 
vaca, cacahuete, gamba, soja) o una combinación de ambos. Los antígenos no relevantes tales como HSA también 
pueden formar parte de la molécula o complejo molecular según la invención. El antígeno puede ser un alergeno 
completo, ejemplarmente un alergeno frente al que son alérgicos los pacientes con dermatitis atópica, asma alérgico, 5
rinitis alérgica o conjuntivitis alérgica. Preferiblemente, el alergeno usado en la molécula o complejo molecular según la 
invención no se une a IgE del paciente que necesita tratamiento.

Los antígenos y/o epítopos usados en la invención pueden ser de fuentes naturales o pueden producirse por tecnología 
recombinante o pueden producirse sintéticamente. Los antígenos y/o epítopos de la invención pueden contener 
estructuras de ligando que facilitan la incorporación de antígenos y/o epítopos en complejos moleculares de la invención 10
a través de interacciones ligando/receptor o unión de anticuerpo. Los antígenos y/o epítopos de la invención pueden 
contener grupos químicos que facilitan la unión covalente de los antígenos y/o epítopos a las estructuras de unión de 
CD32 y/o TLR9 de la molécula de la invención.

En una realización de la invención, los antígenos y epítopos de la molécula o complejo molecular de la invención pueden 
unirse covalentemente a la estructura de unión de CD32 y/o a la estructura de unión de TLR9.15

En una realización, los antígenos y/o epítopos también pueden unirse por una interacción ligando/receptor tal como 
biotina y avidina a la molécula o complejo molecular de la invención. Por ejemplo, los antígenos o epítopos que se van a 
usar en la molécula de la invención pueden producirse con biotina o un mimético de biotina unido a ella. La estructura de 
unión de CD32 y/o la estructura de unión de TLR9 puede producirse con avidina u otro ligando específico de biotina 
unido a ella. Después de mezclar estas moléculas con los diferentes grupos, se forma un complejo molecular estable 20
según la invención. Alternativamente, puede usarse una unión anticuerpo/antígeno para formar un complejo molecular 
de la invención. En estas realizaciones se prefieren las interacciones de alta afinidad (por ejemplo, anticuerpo anti-
digoxigenina de alta afinidad y antígenos y/o epítopos marcados con digoxigenina).

En una realización de la invención, los antígenos y/o epítopos se fusionan genéticamente a la estructura de unión de 
CD32 y/o a la estructura de unión de TLR9.25

Si la molécula de la invención es una proteína de fusión, el antígeno se produce preferiblemente a partir de al menos una 
subsecuencia de ADN que contiene un epítopo de célula T de un alergeno. Los epítopos de célula T pueden ser 
alternativamente de uno o más alergenos relacionados y/o no relacionados.

Preferiblemente, los epítopos de célula T comprenden una nueva proteína, que no es tal como una proteína que existe 
naturalmente y por lo tanto no es reconocida por anticuerpos IgE o IgG existentes en el paciente. Por lo tanto, en lugar 30
de seleccionar epítopos de célula T cortos que son cortados y fusionados entre sí de nuevo en un orden diferente, se 
podría también seleccionar una cadena mayor de epítopos de célula T (> 28 AA) que están en su orden natural pero que 
se han seleccionado previamente para no unirse a IgE específica de alergeno [21].

En principio, todos los antígenos conocidos pueden usarse para incorporarse en la molécula o complejo molecular de la 
invención a la que responden los pacientes alérgicos con reacciones de hipersensibilidad mediadas por IgE. Los 35
alergenos medioambientales más comunes en los países desarrollados son: ácaro de polvo doméstico, polen de abedul, 
polen de hierba, gato y cucaracha. Cada uno de estos alergenos tiene uno o más "alergenos principales" (por ejemplo, 
ácaro de polvo doméstico: alergeno principal = Der P1; Der F1, polen de abedul: alergeno principal = Bet V1). Sin 
embargo, los antígenos completos, aunque es posible, no son necesarios, porque la molécula o complejo molecular sólo 
debe inducir respuestas de célula T y las células T responden a péptidos pequeños (con una longitud de 40
aproximadamente 12-28 aminoácidos) presentados en moléculas MHC de Clase II. La selección de epítopos de célula T 
debería diseñarse de manera tal que se garantice la expresión en moléculas HLA de clase II de posiblemente todos los 
pacientes. Algunas moléculas HLA de clase II se expresan más frecuentemente que otras. Un buen ejemplo de dicha 
molécula HLA de clase II con expresión amplia es HLA DPw4, que se expresa en aproximadamente 78% de la población 
caucásica [22]. Por lo tanto, una selección de epítopos de célula T podría incluirse en la molécula o complejo molecular 45
para cada alergeno, reduciendo así el tamaño y peso molecular del complejo. Se prefiere que estén presentes epítopos 
superpuestos con reacción cruzada entre alergenos de diferentes organismos genéticamente relacionados, tales como 
Dermatophagoides pteronyssinus (Der P1) y Dermatophagoides farinae (Der F1).

Para permitir el procesamiento correcto del antígeno, debe incluirse en la molécula o complejo molecular ADN que 
codifica cadenas ligeramente más largas que el epítopo de célula T actual y/o los epítopos pueden separarse entre sí 50
introduciendo cadenas de ADN espaciador que contienen preferiblemente epítopos (hidrofóbicos) reconocidos por 
enzimas de procesamiento de proteínas principales en las células presentadoras de antígeno tales como endopeptidasa 
específica de asparagina (AEP) o catepsina S, catepsina D o catepsina L [23].
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Para la fusión con genes que codifican las estructuras de unión específicas para TLR9 y CD32, se usan preferiblemente 
secuencias cortas de ADN de alergenos principales tales como alergeno principal I de ácaro del polvo doméstico (Der 
P1, Der F1), alergeno principal II de ácaro del polvo doméstico (Der P2, Der F2) o alergeno de polen de abedul (Bet V1). 
Estas secuencias cortas de ADN contienen el código genético para uno o más epítopos de célula T, que después del 
procesamiento, aparecen en la superficie de las células presentadoras de antígeno y por lo tanto inducen una respuesta 5
inmune en las células T de respuesta específicas de alergeno. No sólo pueden usarse los epítopos de célula T de Der 
P1 y Der P2 sino también Der P3, Der P4, Der P5, Der P6, Der P7 etc. y Der F3, Der F4, Der F5, Der F6, Der F7 etc en 
una molécula o complejo molecular de la invención. Los epítopos de célula T de estos alergenos pueden seleccionarse 
por mapeo de epítopos clásico usando clones de células T [24] o usando software moderno de predicción de HLA Clase 
II tal como el programa Tepitope [25; 26]. Para la molécula o complejo molecular, que puede formularse como vacuna, 10
no es necesario combinar epítopos de célula T sólo de una única fuente de alergeno; al contrario, se prefiere incluir más 
epítopos de célula T obtenidos de diferentes fuentes de alergeno producidos por una o muchas especies diferentes, por 
ejemplo, una combinación de alergenos de ácaros del polvo doméstico y de alergenos de polen de hierba, gatos y/o 
polen de abedul.

Como un ejemplo para Der P1, la mayoría de los epítopos de célula T puede encontrarse en las secuencias siguientes 15
101-143 de la proteína madura en el código de aminoácidos de 1 letra (SEQ ID No 4):

Especialmente, la secuencia de aminoácidos 101-131 contiene al menos 3 epítopos de célula T
24

, que se unen a varias 
moléculas HLA clase II en el código de aminoácidos de 1 letra (SEQ ID No 5):

20

La secuencia 107-119 contiene un epítopo de célula T importante que se une a HLA DPw4 así como HLA DPw5
24

. Estas 
moléculas HLA Clase II son expresadas por la mayor parte de la población. El epítopo en el código de aminoácidos de 1 
letra (SEQ ID No 6):

Otros epítopos de célula T importantes que además se comparten entre Der P1 y Der F1 se encuentran en las 25
secuencias 20-44 y 203-226 de la proteína madura en el código de aminoácidos de 1 letra:

y

Los ejemplos de epítopos de célula T compartidos entre Der P2 y Der F2 se encuentran en la secuencia 26-44, 89-107 y 30
102-123
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A partir de los epítopos de célula T mencionados anteriormente de Der P1/F1 y Der P2/F2, se pueden diseñar varias 
moléculas o complejos moleculares funcionales, por ejemplo:

Tomando a partir de Der P1 las secuencias siguientes:

5

Y a partir de Der P210

Se puede diseñar un ADNc con el orden B, A, E, H, G, C, F, D o H, A, D, C, F, G, E, B, pero será posible cualquier 
combinación posible de las secuencias seleccionadas. El orden preferido de los epítopos se determinará principalmente 15
tomando como base la eficacia de la expresión de la molécula recombinante completa. También se permiten 
duplicaciones de secuencias, por ejemplo, B, B, A, E, E, G, C, G, F, A, D etc. La parte del epítopo de célula T puede 
contener también por supuesto los códigos genéticos para péptidos más cortos o péptidos más largos para más y para 
menos péptidos, siempre que se incluyan uno o más epítopos de célula T de uno o más diferentes alergenos/antígenos.

Los epítopos de otros alergenos tales como Bet V1, Lol P1, Fel d1 con características similares se preferirán para la 20
inclusión en la molécula o complejo molecular según la invención.

La invención también se refiere a un método para tratar enfermedades, especialmente alergias, que comprende 
administrar a un sujeto que necesita dicho tratamiento una cantidad profilácticamente o terapéuticamente eficaz de una 
molécula o complejo molecular según la invención para uso como un producto farmacéutico, especialmente como un 
agente frente a alergias.25

La molécula o complejo molecular puede mezclarse con diluyentes y vehículos convencionales farmacéuticamente 
aceptables y, opcionalmente, otros excipientes y administrarse parenteralmente intravenosamente o entéricamente, por 
ejemplo, intramuscularmente y subcutáneamente. Las concentraciones de la molécula o complejo molecular variarán,
por supuesto, dependiendo, entre otros, del compuesto empleado, del tratamiento deseado y de la naturaleza de la 
forma.30
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Para diferentes indicaciones, las dosis apropiadas variarán, por supuesto, dependiendo, por ejemplo, de la molécula o 
complejo molecular usado, del huésped, del modo de aplicación y de la indicación pretendida. Sin embargo, en general, 
se indica que se obtienen resultados satisfactorios con 1 a 4 vacunaciones en 1-2 años, pero si es necesario puede 
hacerse una vacunación adicional repetida. Se indica que para estos tratamientos, la molécula o complejo molecular de 
la invención puede administrarse en 2-4 dosis y con un esquema de aplicación similar al empleado convencionalmente.5

Se refiere además a una molécula o complejo molecular según la invención para uso como un producto farmacéutico, 
particularmente para uso en el tratamiento y profilaxis de las alergias.

La composición farmacéutica preparada según la presente invención para uso como formulación de vacuna puede (pero 
no tiene por qué) contener al menos un adyuvante usado comúnmente en la formulación de vacunas además de la 
molécula o complejo molecular. Es posible aumentar la respuesta inmune por dichos adyuvantes. Como ejemplos de 10
adyuvantes, sin embargo sin estar limitados a éstos, pueden listarse los siguientes: hidróxido de aluminio (gel Alu), QS-
21, Enhanzina, derivados de lipopolisacáridos, Bacillus Calmette Guerin (BCG), preparaciones de liposomas, 
formulaciones con antígenos adicionales frente a los que el sistema inmune ya ha producido una respuesta inmune 
fuerte, tal como por ejemplo toxoide del tétanos, exotoxina de Pseudomonas, o constituyentes de los virus influenza, 
opcionalmente en una preparación de liposoma, adyuvantes biológicos tales como Factor Estimulante de Macrófagos 15
Granulocitos (GM-CSF), interleuquina 2 (IL-2) o interferón gamma (IFN). El hidróxido de aluminio es el adyuvante de 
vacuna más preferido.

Resumen de un modo de acción posible de la proteína de fusión según la invención:

La proteína de fusión según la presente invención, puede formularse en cualquiera de las formulaciones farmacéuticas 
aceptables disponibles, pero se formula preferiblemente como una vacuna. La parte de unión a aCD32 de la proteína de 20
fusión según la invención selecciona las células relevantes. El tomar como diana CD32 en estas células inducirá 
activamente la internalización del receptor más la proteína de fusión unida y haciendo esto se facilita la interacción de la 
parte de unión a TLR9 de la proteína de fusión con el TLR9, que se expresa en el citoplasma de las células 
presentadoras de antígeno relevantes [10; 11].

Como consecuencia de la internalización mediada por CD32, el procesamiento y presentación posteriores de los 25
epítopos de célula T seleccionados en las moléculas MHC Clase II, combinado con la activación específica de TLR9 
citoplásmico en las células presentadoras de antígeno, las células T específicas de alergeno se (re-)programarán para 
convertirse en células de memoria Th1. Estas células de memoria Th1 específicas de alergeno inducirán posteriormente 
la producción de IgG específica de alergeno cuando encuentren los mismos epítopos derivados de los alergenos 
naturales presentados por células B específicas de alergeno expuestas de forma natural. Estas células Th1 son así 30
necesarias para reequilibrar el sistema inmune de la producción de anticuerpo dominada por IgE a IgG.

Ejemplos:

Los ejemplos siguientes explicarán la presente invención con más detalle, sin embargo, sin restringirla.

Ejemplo 1:

Reconocimiento y selección de la biblioteca CL humano-fago sobre un péptido TLR-9, por ejemplo, la secuencia 216-240 35
de la proteína TLR9 madura (SEQ ID No 3) en el código de aminoácidos de 1 letra

Se realizarán 3 rondas de reconocimiento y selección según protocolos estándar. Brevemente, puede aplicarse el 
método siguiente. Se recubren placas de 96 pocillos Maxisorp (Nunc) con el péptido (sintético) que representa parte de 
la secuencia del TLR-9. Para el recubrimiento de los péptidos en los pocillos, se añaden 200 l de la disolución siguiente 40
por pocillo: 0,1M tampón Na-carbonato, pH 9,6, con las concentraciones siguientes del péptido disuelto:

1ª ronda de reconocimiento y selección: 1 mg/ml péptido TLR-9

2ª ronda de reconocimiento y selección: 500 g/ml péptido TLR-9

3ª ronda de reconocimiento y selección: 100 g/ml péptido TLR-9

La incubación es durante 1 hora a 37
0
C, seguido de bloqueo con 2% leche seca (M-PBS) con 200 l por pocillo durante 45

1 hora a temperatura ambiente. Se deja que la biblioteca de exposición en superficie de fago reaccione con el péptido 
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unido añadiendo 100 l de suspensión de fago y 100 l de 4% leche seca (M-PBS), seguido de incubación durante 45 
minutos con agitación y durante 90 minutos sin agitación a temperatura ambiente. Las partículas de fago no unidas se 
eliminan por lavado como sigue. Después de la 1ª ronda de reconocimiento y selección: 10 x 300 l T-PBS, 5 x 300 l 
PBS; después de la 2ª ronda de reconocimiento y selección: 15 x 300 l T-PBS, 10 x 300 l PBS; después de la 3ª ronda 
de reconocimiento y selección: 20 x 300 l T-PBS, 20 x 300 l PBS. La elución de las partículas de fago unidas se 5
realiza añadiendo 200 l por pocillo de 0,1 M glicina, pH 2,2, e incubación con agitación durante 30 minutos a 
temperatura ambiente. Posteriormente, la suspensión de fagos se neutraliza por adición de 60 l 2M Tris-Base, seguido 
de infección en células TG1 de E. coli por mezclado de 10 ml de cultivo en crecimiento exponencial con 0,5 ml de fago 
eluido e incubación durante 30 minutos a 370C. Finalmente, las bacterias infectadas se plaquean en medio TYE con 1% 
glucosa y 100 g/ml Ampicilina, y se incuba a 30

0
C toda la noche.10

Ejemplo 2:

Clonación de los clones seleccionados de mutantes CL humanos seleccionados frente a TLR-9 para expresión soluble

El ADN de fagémido del fago seleccionado a través de las 3 rondas de reconocimiento y selección se aísla con una midi-
prep. El ADN que codifica las regiones CL mutadas se amplifica por lotes por PCR y se clona NcoI-NotI en el vector 
pNOTBAD/Myc-His, que es el vector de expresión de E. coli pBAD/Myc-His (Invitrogen) con un sitio de restricción NotI 15
insertado para facilitar la clonación. Las construcciones ligadas se transforman en células LMG194 de E. coli (Invitrogen) 
con electroporación, y se crecen a 300C en medio TYE con 1% glucosa y ampicilina toda la noche. Los clones 
seleccionados se inoculan en 200 l de medio 2xYT con ampicilina, se crecen toda la noche a 30

0
C y se inducen 

añadiendo L-arabinosa hasta una concentración final de 0,1%. Después de la expresión a 16
0
C toda la noche, las 

células se recogen por centrifugación y se tratan con 100 l de tampón Na-borato, pH 8,0 a 4
0
C toda la noche para la 20

preparación de extractos periplásmicos. Se usaron 50 l de extractos periplásmicos en ELISA (véase más adelante).

Ejemplo 3: ELISA de mutantes CL humanos seleccionados frente a TLR-9

Se ensayan clones seleccionados para unión específica al péptido TLR-9 por ELISA.

Recubrimiento: Placa de microtitulación (NUNC, Maxisorp), 100 l por pocillo, 20 g péptido TLR-9/ml 0,1 M tampón Na-
carbonato, pH 9,6, 1h a 37

0
C25

Lavado: 3 x 200 l PBS

Bloqueo: 1% BSA-PBS, 1h a RT

Lavado: 3 x 200 l PBS

Unión extracto periplásmico: 50 l extracto periplásmico

50 l 2% BSA-PBS, a temperatura ambiente toda la noche30

Lavado: 3 x 200 l PBS

1er anticuerpo: anti-His4 (Qiagen), 1:1.000 en 1% BSA-PBS, 90 min a RT, 100 l por pocillo

Lavado: 3 x 200 l PBS

2º anticuerpo: antiratón de cabra*HRP (SIGMA), 1:1.000 en 1% BSA-PBS, 90 min a RT, 100 l por pocillo

Lavado: 3 x 200 l PBS35

Detección: 3 mg/ml OPD en tampón Na-citrato/fosfato, pH 4,5, 0,4 l 30% H2O2

Parada: 100 ml 3M H2SO4

Lectura de absorbancia: 492/620 nm

Los clones que proporcionan una señal alta en este primer ELISA preliminar se cultivan en un volumen de 20 ml en las 
mismas condiciones que las descritas anteriormente. Sus extractos periplásmicos se aíslan en 1/20 del volumen de 40
cultivo como se ha descrito anteriormente y se ensayan con ELISA (como se ha descrito anteriormente) para 
confirmación.
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Ejemplo 4: Clonación de los dominios variables anti-CD32 a partir de HB-217

El ARNm se aísla de la línea celular HB-217 (ATCC, anticuerpo antiCD32 IV.3) y se usa para preparar ADNc según los 
protocolos rutinarios establecidos. El ADNc se usa adicionalmente como un molde para amplificar las regiones de los 
genes que codifican la cadena ligera y pesada del fragmento Fab del anticuerpo IV.3 respectivamente. Los cebadores de 
PCR aguas arriba, que ceban desde del extremo 5' de las regiones variables, usados para esta amplificación, se 5
obtienen de las secuencias publicadas de regiones variables de ratón (IMGT, el sistema de información internacional 
ImMunoGeneTics® http://imgt.cines.fr). Como cebadores aguas arriba se usan cebadores degenerados y/o mezclas de 
diferentes cebadores. Los cebadores aguas abajo se diseñan de manera que ceben desde el extremo 3' de los dominios 
CL o CH1 respectivamente.

En una etapa siguiente, el dominio CL del anticuerpo IV.3 se retira y se reemplaza por un dominio CL seleccionado 10
modificado por tecnología SMID que tiene afinidad de unión para TLR9, y que se selecciona como se ha descrito 
anteriormente en los ejemplos 1-3. Para este reemplazo, puede usarse PCR superpuesta según protocolos estándar. 
Alternativamente, para unir VL al CL modificado por SMID, puede usarse un único sitio de corte de restricción que bien 
es natural en la secuencia o se introduce artificialmente por mutagénesis dirigida a sitio (como una mutación silenciosa 
que no cambia la secuencia de aminoácidos). Por ejemplo, puede generarse un sitio BstAPI en la región bisagra entre 15
VL y CL cambiando la secuencia de:

a

el sitio BstAPI creado de nuevas está resaltado en la secuencia anterior. La nueva secuencia se introduce en las 20
regiones codificadoras amplificando la parte VL y la parte CL respectivamente con cebadores de PCR diseñados de 
manera apropiada, cortando los productos de PCR con BstAPI, ligándolos y amplificando el producto completo de 
ligación resultante con cebadores de PCR como se usaron inicialmente para amplificar la parte de cadena ligera original 
del fragmento Fab.

Para la expresión del fragmento Fab modificado, los genes que codifican las cadenas pesada y ligera se clonan 25
posteriormente en vectores de expresión apropiados, o conjuntamente en un vector de expresión que permite la 
expresión de los dos genes independientes. Como un sistema de expresión, pueden usarse células bacterianas, de 
levadura, animales o cualquier otro sistema de expresión adecuado. Para este ejemplo aquí, se mostrará la expresión de 
un vector en la levadura metilotrófica Pichia pastoris:

La parte de cadena ligera del fragmento de PCR modificado se clona EcoRI/KpnI en el vector de expresión de Pichia 30
pastoris pPICZalphaA en el marco de lectura correcto de manera que se fusiona funcionalmente con la secuencia señal 
de secreción del factor alfa proporcionada por el vector. De manera similar, la parte de cadena pesada del fragmento 
Fab se clona en pPICZalphaA. Con el fin de preparar los insertos para este procedimiento de clonación, se usan 
cebadores de PCR diseñados de manera apropiada que unen los sitios de restricción necesarios a los genes. En los 
extremos 3' de ambas regiones codificadoras, tiene que insertarse un codón de parada y proporcionado también por los 35
cebadores de PCR. El casete de expresión de la cadena ligera se corta del vector con las enzimas de restricción BgIII y 
BamHI y los extremos del ADN se hacen romos por tratamiento con fragmento Klenow de ADN polimerasa. El vector que 
contiene la parte de cadena pesada del Fab insertada se abre por una digestión parcial con la enzima de restricción 
BgIII, el ADN se hace romo por tratamiento con fragmento Klenow de ADN polimerasa y se inserta el casete de 
expresión que codifica la parte de cadena ligera. La digestión parcial del vector de cadena pesada es necesaria ya que el 40
gen de cadena pesada insertado contiene un sitio BgIII. Para el cribado de la construcción final, debe tenerse cuidado de 
que este sitio BgIII interno haya permanecido intacto. La construcción final tiene un sitio PmeI que se usa para linearizar 
la construcción antes de la transformación en Pichia Pastoris. Esta linearización es ventajosa para la integración eficaz 
del vector de expresión en el genoma del huésped por recombinación homóloga. Pichia pastoris se transforma con el 
vector de expresión linearizado usando electroporación, los clones transformados se seleccionan con el antibiótico 45
Zeocina para el que el vector confiere resistencia y los sobrenadantes de los clones tomados al azar se criban para 
expresión de la construcción Fab después de inducir la expresión con metanol. Para el cribado, por ejemplo, puede 
usarse un ELISA específico de Fab. La producción de la proteína recombinante se consigue cultivando el clon de Pichia 
transformado seleccionado en una escala mayor, preferiblemente en matraces agitados o en un fermentador, induciendo 
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la expresión por adición de metanol y purificando la proteína recombinante por un método cromatográfico. Para estas 
últimas etapas, se usan protocolos rutinarios.

Ejemplo 5: Clonación de los epítopos de célula T derivados de DerP1I/F1 y Der P2/F2:

La combinación de los epítopos de célula T seleccionados formados por las secuencias B, A, E, H, G, C, F, D es como 
sigue (SEQ ID No 16):5

Con el fin de construir un gen sintético que codifica esta secuencia de aminoácidos, puede usarse traducción inversa in 
silico. Existen programas informáticos disponibles para este propósito, tales como por ejemplo, DNAWORKS 
(http://molbio.info.nih.gov/dnaworks/). Con el fin de clonar el gen sintético que codifica los epítopos en marco con el gen 
que codifica la parte de cadena pesada del marco, se seleccionan dos sitios de restricción que no cortan en esta región 10
codificadora ni en el vector pPICZalphaA. Por ejemplo, para este propósito pueden usarse AccIII y SpeI. Estos dos sitios 
de restricción se unen al gen que codifica la parte de cadena pesada del Fab usando cebadores de PCR diseñados de 
manera apropiada para el procedimiento de clonación como se ha descrito anteriormente. Además, debe tenerse 
cuidado de no tener un codón de parada al final de la región codificadora de la parte de cadena pesada del Fab, ya que 
el codón de parada será proporcionado en el extremo 3' del gen sintético que codifica los epítopos. De nuevo, esta 15
construcción con los dos sitios de restricción adicionales localizados en su extremo 3' se clona EcoRI/KpnI en el vector 
de expresión de Pichia pastoris pPICZalphaA. La construcción se abre con las enzimas de restricción AccIII y SpeI y se 
inserta el inserto que codifica los epítopos. Este inserto se genera como sigue:

La secuencia de aminoácidos elegida

20

junto con los sitios de restricción elegidos, en este ejemplo AccIII en el extremo 5' y SpeI en el extremo 3', se usan como 
entrada en el programa informático disponible públicamente DNAWORKS. Además, se añade un codón de parada entre 
el final de la secuencia del epítopo y el sitio SpeI.

Los parámetros que usa el programa para diseñar los oligonucleótidos están a la izquierda de los valores estándar 
propuestos y se instruye al programa para evitar las secuencias de los sitios de restricción que son necesarias para las 25
etapas de clonación y transformación, tales como AccIII, SpeI y PmeI.

AccIII: tccgga

SpeI: actagt

PmeI: gtttaaac

DNAWORKS genera un conjunto de oligonucleótidos que se superponen y que representan ambas cadenas de las 30
regiones codificadoras deseadas.

Por ejemplo, se genera el conjunto siguiente de 24 oligonucleótidos, a partir del que se genera el gen sintético que 
codifica los epítopos de alergeno:
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Estos 24 oligonucleótidos se disuelven, se mezclan entre sí, se hierven durante varios minutos y se enfrían hasta 
temperatura ambiente lentamente para permitir la hibridación. En etapas posteriores de PCR, usando grandes 
cantidades de los dos cebadores flanqueantes (cebadores #1 y #24), el gen hibridado se amplifica, el producto de PCR 5
se escinde con las enzimas de restricción elegidas (AccIII y SpeI en este ejemplo) y se clonan en el vector de expresión 
como se ha descrito anteriormente, que contiene como un inserto el gen que codifica la parte de cadena pesada del Fab 
modificado. La preparación del vector de expresión final que contiene ambas cadenas, la transformación de Pichia 
pastoris, la selección de los clones y el cribado para clones productores se hace como se ha descrito anteriormente. La 
expresión y purificación de la proteína recombinante se realiza según protocolos estándar.10

Ejemplo 6

Fusión de VH y VL del anticuerpo anti-CD32 IV.3 fusión con dominios CH3 anti-TLR9 (SMIDS)

Todo el modelado molecular se hizo con Swiss-PdbViewer 3.7 (http://swissmodel.expasy.org/spdbv/)
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Como un modelo de homología para un fragmento Fab de ratón, se usa el archivo de estructura 2BRR.pdb del Banco de 
Datos de Proteínas (www.pdb.org) y se usa 1OQO.pdb como una fuente para la estructura de un dominio CH3 de IgG 
humano.

Los modelos moleculares de VH y VL del anticuerpo IV.3 se preparan con el "modo de primera aproximación" de 
Swissmodel http://swissmodel.expasy.org/SWISS-MODEL.html) usando las secuencias de aminoácidos de VH y VL 5
respectivamente.

Usando la función de "ajuste mágico" del Swiss-PdbViewer, se ajustan dos copias de la estructura del dominio CH3 de 
1OQO.pdb en el dominio CH1 y el CL respectivamente de 2BRR.pdb. Posteriormente, los modelos moleculares de VH y 
VL de IV.3 respectivamente se ajustan (de nuevo usando "ajuste mágico") en VH y VL de 2BRR.pdb.

Para la construcción de una proteína semejante a Fab en la que CH1 y CL se reemplazan ambos por un dominio CH3, 10
es necesario decidir en qué punto la secuencia de VH debería terminar y conectarse con la secuencia de CH3, y en qué 
punto la secuencia de VL debería terminar y conectarse con la secuencia de CH3. Para ambas construcciones, se elige 
un punto en el que la cadena principal de las estructuras superpuestas y modelos (véase anteriormente) muestra una 
superposición óptima.

Para la cadena ligera, se encontró que la secuencia hasta Ala114 (numeración de 2BRR.pdb) se usará y se conectará a 15
Pro343 (numeración de 1OQO.pdb) del dominio CH3. El punto de conexión entre estas dos secuencias se lee por lo 
tanto como sigue (la parte VL está subrayada):

Con el fin de permitir la unión de las dos secuencias codificadoras usando sitios de enzimas de restricción y ligación de 
ADN, la secuencia cercana al punto de conexión se cambia por una mutación silenciosa para introducir un único sitio 20
XhoI (ctcgag, subrayado) como sigue:

Para la inserción posterior de los epítopos de alergeno, se introduce un sitio AscI (ggcgcgcc) justo antes del codón de 
parada de la construcción más una base extra para el mantenimiento del marco de lectura:

25

Además, para la clonación en el vector de expresión pPICZalphaA (sistema de expresión de Pichia pastoris, Invitrogen), 
se añade un sitio EcoRI (gaattc) en el extremo 5' (N-terminal) y un sitio KpnI (ggtacc) en el extremo 3' (C-terminal) de la 
construcción.

El dominio CH3 que se va a fusionar con VH y VL respectivamente seleccionado como parte de la construcción puede 
ser un dominio CH3 de IgG humano de tipo salvaje que puede servir como un control negativo o un dominio CH3 30
preparado previamente por ingeniería por tecnología SMID y seleccionado para unirse específicamente a TLR9. En este 
ejemplo aquí, la secuencia del clon A23, que se une específicamente a TLR9 y que se ha descrito en la solicitud de 
patente PCT/EP2006/050059 se fusiona tanto con VH como VL.

Por lo tanto, la secuencia completa de la proteína de fusión VL-CH3 tiene la secuencia de aminoácidos siguiente (la 
parte VL está subrayada), (SEQ ID No 43):35

Secuencia de ácido nucleico de la proteína de fusión VL-CH3 (los sitios de restricción están subrayados), (SEQ ID No 
44):
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Para la cadena pesada, se encontró que la secuencia hasta Thr123 (numeración de 2BRR.pdb) debería usarse y 
conectarse a Arg344 (numeración de 1OQO.pdb) del dominio CH3. El punto de conexión entre estas dos secuencias se 
lee por lo tanto como sigue (la parte VH está subrayada):

5

Con el fin de permitir la unión de las dos secuencias codificadoras usando sitios de enzimas de restricción y ligación de 
ADN, la secuencia cercana al punto de conexión se cambió por una mutación silenciosa para introducir un único sitio 
XhoI (ctcgag, subrayado) como sigue:

Además, para la clonación en el vector de expresión pPICZalphaA (sistema de expresión de Pichia pastoris, Invitrogen), 10
se añade un sitio EcoRI (gaattc) en el extremo 5' (N-terminal) y un sitio XbaI (tctaga) al extremo 3' (C-terminal) de la 
construcción. No se añade ningún codón de parada a esta secuencia y el sitio XbaI se pone en el marco de lectura 
correcto de manera que se fusiona la construcción a la etiqueta Hexa-His proporcionada por el vector para la purificación 
posterior de la proteína usando cromatografía de afinidad con metal inmovilizado.

Por lo tanto, la secuencia completa de la proteína de fusión VH-CH3 tiene la secuencia de aminoácidos siguiente (la 15
parte VH está subrayada), (SEQ ID No 47):

Secuencia de ácido nucleico de la proteína de fusión VH-CH3 (los sitios de restricción están subrayados), (SEQ ID No 
48):
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Plan de clonación detallado

Cadena pesada:

La región VH del anticuerpo IV.3 se amplifica por PCR con cebadores 4.3HupEco y 4.3HdownXho y posteriormente se 5
digiere con EcoRI y XhoI. El clon de CH3 A23 preparado por ingeniería por SMID se amplifica por PCR con los 
cebadores CH3upXhoA y CH3XBA2 y posteriormente se digiere con XhoI y XbaI. La secuencia de VH y la secuencia de 
CH3 se ligan entre sí a través del sitio XhoI y se ligan en pPICZalphaA (Invitrogen), que se ha digerido previamente con 
EcoRI y XbaI. El vector resultante se denomina pPICHA23.

LISTA DE CEBADORES:10

Cadena ligera:

La región VL del anticuerpo IV.3 se amplifica por PCR con cebadores 4.3LupEco y 4.3LdownXho y posteriormente se 
digiere con EcoRI y XhoI. El clon de CH3 A23 preparado por ingeniería por SMID se amplifica por PCR con los 
cebadores CH3upXhoB y CH3StopKpn y posteriormente se digiere con XhoI y KpnI. La secuencia de VL y la secuencia 15
de CH3 se ligan entre sí a través del sitio XhoI y se ligan en pPICZalphaA (Invitrogen), que se ha digerido previamente 
con EcoRI y KpnI. El vector resultante se denomina pPICLA23.

LISTA DE CEBADORES:

E07722975
21-07-2014ES 2 483 615 T3

 



21

Combinación de los dos casetes de expresión en un vector

El casete de cadena ligera se corta con BgIII (pos. 1) y BamHI (pos. 2319) de pPICLA23 (4235 pb) y el fragmento de 
2319 pb se purifica mediante electroforesis preparativa en gel. El fragmento de 1916 pb se desecha. El vector pPICHA23 
(4219 pb) se digiere con BamHI y se inserta el fragmento de 2319 pb purificado previamente de pPICLA23. El vector de 5
expresión de Pichia pastoris resultante, que porta dos casetes de expresión, uno para la proteína de fusión VL-CH3 y 
uno para la proteína de fusión VH-CH3, se criba de manera que ambos insertos tengan la misma dirección de 
transcripción. El vector resultante pPICHLA23 (6537 pb) se lineariza antes de transformación en Pichia pastoris, por 
ejemplo, con BamHI o con BssSI, se transforma en Pichia pastoris por electroporación y se seleccionan transformantes 
positivos con Zeocina. Se criban varios clones para la expresión de la proteína recombinante. Se selecciona un clon para 10
la producción a gran escala y la proteína de fusión recombinante se purifica por cromatografía de afinidad con metal 
inmovilizado usando procedimientos estándar. Toda la manipulación, cultivo y expresión en Pichia se realiza siguiendo 
protocolos estándar (Invitrogen).

Inserción de los epítopos de alergeno en el vector pPICHLA23 y expresión de la proteína de fusión recombinante

La secuencia que codifica los epítopos de alergeno como se describe en el ejemplo 5 se inserta en el vector pPICHLA23 15
como sigue:

El vector se digiere con AscI (4174-4182) lo que da lugar a su linearización. En este sitio AscI, se inserta la secuencia de 
ADN que codifica los epítopos de alergeno. La secuencia que codifica los epítopos de alergeno se amplifica con los 
cebadores EpiTLR1 y EpiTLR2 con el fin de unir los sitios AscI a ambos extremos de la secuencia.

Lista de cebadores20

El producto de PCR resultante se digiere con AscI y se liga en el vector previamente digerido. El vector resultante se 
denomina pHLA23EP (7046 pb). La transformación de Pichia, expresión y purificación de la proteína de fusión 
recombinante se realiza como se ha descrito anteriormente para la construcción que no tiene epítopos insertados.

VL del anticuerpo IV.3:25

secuencia de aminoácidos:

secuencia de ácido nucleico:
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VH del anticuerpo IV.3:

secuencia de aminoácidos:

secuencia de ácido nucleico:5

Vector de expresión final pPICHCLA23.seq (SEQ ID No 63) que contiene regiones de unión a TLR9 y CD32

6537 pb
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Vector de expresión final pHLA23EPseq (SEQ ID No 64) que contiene regiones de unión a TLR9 y CD32 y 
secuencia de epítopo (véase SEQ ID No 16)

7046 pb

5
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Todas las temperaturas están en grados Celsius. Se usan las abreviaturas siguientes:

CD32= FcRII

TLR9= receptor 9 semejante a Toll

Der P1= alergeno principal 1 de Dermatophagoides pteronissyus5

Der P2= alergeno principal 2 de Dermatophagoides pteronissyus

Der F1= alergeno principal 1 de Dermatophagoides farinae

En lo que sigue, se describen los aspectos preferidos de la presente descripción:

1. Una molécula o complejo molecular capaz de unirse a TLR9 y a CD32 que comprende al menos un epítopo de al 
menos un antígeno.10

2. Una molécula o complejo molecular según 1, caracterizado por que el epítopo es un epítopo de célula T.

3. Una molécula o complejo molecular según una cualquiera de 1 ó 2, caracterizado por que el epítopo se obtiene de un 
alergeno.

4. Una molécula o complejo molecular según una cualquiera de 1 a 3, caracterizado por que al menos un epítopo está 
unido de forma no covalente a la molécula.15

5. Una molécula o complejo molecular según una cualquiera de 1 a 4, caracterizado por que al menos un epítopo está 
unido de forma no covalente a la región de unión a TLR9 y/o CD32.

6. Una molécula o complejo molecular según 5, caracterizado por que al menos un epítopo está unido a la región de 
unión a TLR9 y/o CD32 a través de una interacción de anticuerpo y/o interacción de ligando.

7. Una molécula o complejo molecular según una cualquiera de 1 a 6, caracterizado por que el epítopo se produce a 20
partir de al menos una cadena de ADN que contiene epítopo de célula T de un antígeno o un péptido sintético.

8. Una molécula o complejo molecular según una cualquiera de 1 a 7, caracterizado por que el epítopo se selecciona del 
grupo que consiste en alergenos en dermatitis atópica, asma alérgico, rinitis alérgica o conjuntivitis alérgica.

9. Una molécula o complejo molecular según una cualquiera de 1 a 8, caracterizado por que el epítopo se aísla de 
antígenos completos, antígenos desnaturalizados o antígenos modificados para prevenir la unión a IgE.25

10. Una molécula o complejo molecular según una cualquiera de 1 a 9, caracterizado por que comprende al menos un 
anticuerpo o derivado o fragmento de éste.

11. Una molécula o complejo molecular según 10, caracterizado por que el anticuerpo o fragmento o derivado de éste es 
IgG, IgM, IgE, IgA o IgD.

12. Una molécula o complejo molecular según una cualquiera de 1 a 11, caracterizado por que tiene estructura humana 30
o humanizada.

13. Una molécula o complejo molecular según una cualquiera de 1 a 12, caracterizado por que tiene estructura murina o 
parcialmente murina.
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14. Una molécula o complejo molecular según una cualquiera de 1 a 13, caracterizado por que tiene estructura de 
camélido o parcialmente camélido.

15. Una molécula o complejo molecular según una cualquiera de 1 a 14, caracterizado por que comprende al menos un 
soporte de unión preparado por ingeniería.

16. Una molécula o complejo molecular según 15, caracterizado por que el soporte de unión se selecciona del grupo que 5
consiste en fibronectina III, lipocalinas, Proteína A, inhibidor de -amilasa, proteínas con repeticiones de anquirina, un 
dominio C2, un dominio A, un dominio semejante a EGFR, un dab, Un chi-Ab, CTLA-4, cristalino gamma y cualquier otra 
proteína.

17. Una molécula o complejo molecular según una cualquiera de 1 a 16, caracterizado por que comprende al menos una 
parte de un dominio pequeño mutado de inmunoglobulina (SMID).10

18. Una molécula o complejo molecular según una cualquiera de 1 a 17, caracterizado por que comprende al menos 
parte de un anticuerpo anti-CD32 o derivado o fragmento de éste.

19. Una molécula o complejo molecular según una cualquiera de 1 a 18, que comprende una secuencia de aminoácidos 
de SEQ ID No 59 o parte de ésta.

20. Una molécula o complejo molecular según una cualquiera de 1 a 19, que comprende una secuencia de aminoácidos 15
de SEQ ID No 61 o parte de ésta.

21. Composición farmacéutica que comprende al menos una molécula o complejo molecular según una cualquiera de 1 
a 20, opcionalmente junto con al menos un vehículo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

22. Uso de una preparación farmacéutica según 21 para inmunoterapia activa.

23. Método para tratar alergias en el que se administra una cantidad profilácticamente o terapéuticamente eficaz de al 20
menos una molécula o complejo molecular según una cualquiera de 1 a 20 a un sujeto que necesita dicho tratamiento 
opcionalmente junto con al menos un vehículo farmacéuticamente aceptable.

24. Uso de al menos una molécula o complejo molecular según una cualquiera de 1 a 20 para la fabricación de un 
medicamento para el tratamiento de alergias.

25. Proceso para producir una molécula o complejo molecular según una cualquiera de 1 a 20, usando técnica  25
recombinante en el que los genes que codifican las estructuras de unión para TLR9, CD32 y el epítopo se construyen en 
un vector y se expresan en una célula huésped.

26. Vector de ácido nucleico para expresar una molécula según cualquiera de 1 a 20, que comprende la secuencia de 
ácido nucleico de SEQ ID No 60.

27. Vector de ácido nucleico para expresar una molécula según cualquiera de 1 a 20, que comprende la secuencia de 30
ácido nucleico de SEQ ID No 62.

28. Vector de ácido nucleico para expresar una molécula según cualquiera de 1 a 20, que comprende la secuencia de 
ácido nucleico de SEQ ID No 63.

29. Vector de ácido nucleico para expresar una molécula según cualquiera de 1 a 20, que comprende la secuencia de 
ácido nucleico de SEQ ID No 64.35

30. Proceso para producir una molécula o complejo molecular según una cualquiera de 1 a 20, usando entrecruzamiento 
químico.
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LISTADO DE SECUENCIAS
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REIVINDICACIONES

1. Una preparación farmacéutica que comprende una molécula o complejo molecular capaz de unirse a TLR9 y a CD32, 
que comprende al menos un epítopo de al menos un antígeno, en la que la parte de unión a CD32 de la molécula o 
complejo molecular se selecciona del grupo que consiste en anticuerpos, fragmentos de anticuerpo, dominios de 
proteínas y péptidos, y la parte de unión a TLR9 es un ácido nucleico.5

2. La preparación farmacéutica según la reivindicación 1, caracterizada por que el epítopo es un epítopo de célula T.

3. La preparación farmacéutica según la reivindicación 1 ó 2, caracterizada por que el epítopo se obtiene o produce a 
partir de al menos una cadena de ADN que contiene un epítopo de célula T de un antígeno o un péptido sintético.

4. La preparación farmacéutica según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada por que el epítopo se 
selecciona del grupo que consiste en alergenos, específicamente alergenos en dermatitis atópica, asma alérgico, rinitis 10
alérgica o conjuntivitis alérgica.

5. La preparación farmacéutica según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizada por que el epítopo se 
aísla de antígenos completos, antígenos desnaturalizados o antígenos modificados para prevenir la unión a IgE.

6. La preparación farmacéutica según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizada por que comprende al 
menos un anticuerpo o derivado o fragmento de éste.15

7. La preparación farmacéutica según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizada por que la parte de 
unión a CD32 es al menos parte de un anticuerpo anti-CD32 o derivado o fragmento de éste.

8. La composición farmacéutica según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, para uso en inmunoterapia activa.

9. La composición farmacéutica para uso según la reivindicación 8, para el tratamiento o profilaxis de las alergias.

10. Proceso para producir una molécula o complejo molecular según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, 20
usando técnica recombinante, en el que los genes que codifican las estructuras de unión para TLR9, CD32 y el epítopo 
se construyen en un vector y se expresan en una célula huésped.

11. Proceso para producir una molécula o complejo molecular según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, 
usando entrecruzamiento químico.
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