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DESCRIPCIÓN

El interferón dirigido demuestra potentes actividades apoptóticas y antitumorales

Antecedentes de la invención5

[0001] Aunque las respuestas inmunes espontáneas contra los antígenos asociados a tumores (TAA) (Hrouda et al 
(1999) Semin. Oncol. 26: 455-471) se pueden detectar (Disis et al (1997) J. Clin. Oncol. 15: 3363-3367), las células 
malignas que causan la enfermedad no generan una respuesta inmune que conduzca al rechazo. Muchos estudios 
han demostrado que es posible mejorar la inmunogenicidad de las células tumorales mediante la introducción de 10
moléculas inmunoestimulantes tales como citocinas y moléculas coestimulantes en las mismas (Dranoff y Mulligan 
(1995) Adv. Immunol. 58: 417-454; Hrouda et al. (1999) Semin. Oncol. 26: 455-471; Hurford et al. (1995) Nat. Genet.
10: 430- 435). Sin embargo, la transferencia génica eficaz sigue siendo todo un reto. Además, la erradicación de las 
células cancerosas residuales puede requerir la dirección de depósitos tumorales micrometastásicos muy dispersos 
que no son accesibles a la transferencia directa de genes. 15

[0002] Las respuestas inmunes tanto innata como adaptativa son esenciales para proporcionar protección contra 
los patógenos infecciosos y los tumores. La comunicación entre la inmunidad innata y la adaptativa está regulada 
por las interacciones entre las células y las citocinas. Las citocinas producidas por las células del sistema inmune 
innato pueden, directa o indirectamente, activar las células de la respuesta inmune adaptativa, y pueden 20
desempeñar un papel importante en la generación de la inmunidad antitumoral protectora (Belardelli y Ferrantini 
(2002) Trends Immunol. 23: 201-208). Para la activación del sistema inmune innato es primordial la detección de 
productos bacterianos o señales de "peligro" que conduzcan a la liberación de citocinas proinflamatorias tales como 
IFN-α, TNF-α e IL-1. 

25
[0003] El IFN-α es una citocina proinflamatoria con potentes actividades antivirales e inmunomoduladoras, y es un 
estimulador de la diferenciación y la actividad de las células dendríticas (DC) (Santini et al. (2000) J. Exp. Med. 191: 
1777-1788). Los IFN de tipo I (IFN-α y IFN-β) tienen múltiples efectos en la respuesta inmune (Theofilopoulos et al. 
(2005) Annu. Rev. Immunol. 23: 307-336). El IFN-α desempeña un papel en la diferenciación de los linfocitos Th1 
(Finkelman et al. (1991) J. Exp. Med. 174: 1179-1188) y la supervivencia a largo plazo de los linfocitos T CD8+ en 30
respuesta a determinados antígenos (Tough et al. (1996) Science 272: 1947-1950).

[0004] Múltiples estudios han demostrado que los IFN también son capaces de ejercer efectos antitumorales, tanto 
en modelos animales (Ferrantini et al. (1994) J. Immunol. 153: 4604-4615) como en los pacientes con cáncer (14. 
Gutterman et al. (1980) Ann. Intern. Med. 93: 399-406). Además de mejorar la respuesta inmunitaria antitumoral 35
adaptativa, el IFN-α puede aumentar la expresión del gen supresor tumoral p53 (Takaoka et al. (2003) Nature 424: 
516-523), inhibir la angiogénesis (Sidky y Borden (1987) Cancer Res. 47: 5155-5161) y potenciar la apoptosis 
(Rodriguez-Villanueva y McDonnell (1995) Int. J. Cancer 61: 110-11 417) en las células tumorales. Aunque estas 
propiedades sugieren que el IFN-α debería ser un eficaz agente terapéutico para el tratamiento del cáncer, su corta 
semivida y la toxicidad sistémica han limitado su uso. Huang (“Dissertation”, 1 de enero de 2006, páginas 1-120) 40
proporcionó IgG3 anti-HER2/neu-IFNα de para el tratamiento del linfoma de linfocitos B.

Resumen de la invención

[0005] La invención es como se proporciona en las reivindicaciones.45

[0006] En diversas realizaciones, la presente divulgación se refiere al descubrimiento de que al unir un interferón a 
un resto de dirección (por ejemplo, una molécula que se une específica y/o preferentemente a un marcador en o 
asociado con una célula) se mejora sustancialmente la eficacia terapéutica del interferón y parece que se reduce la 
toxicidad sistémica. Por consiguiente, en diversas realizaciones, la presente divulgación proporciona una 50
construcción quimérica que comprende un interferón unido a un anticuerpo que es una inmunoglobulina intacta que 
se une específicamente a CD20, en la que el anticuerpo se une al interferón mediante un enlazador peptídico 
resistente a la proteólisis que tiene la secuencia de aminoácidos SGGGGS (SEC ID Nº 58), y en la que la 
construcción, cuando se pone en contacto con una célula tumoral produce la muerte o la inhibición del crecimiento o 
de la proliferación de la célula tumoral. La construcción puede ser para su uso en el tratamiento del cáncer.55

[0007] Por consiguiente, en ciertas realizaciones, la construcción comprende un interferón (por ejemplo, interferón-
α, interferón-β, interferón-γ, etc.) unido a un resto de dirección que se une a un antígeno asociado al tumor (TAA), 
donde la construcción, cuando entra en contacto con una célula tumoral provoca la muerte o la inhibición del 
crecimiento o de la proliferación de la célula tumoral. En diversas realizaciones, el interferón es un interferón de tipo 60
1. En diversas realizaciones, el interferón es un interferón de tipo 2. En diversas realizaciones, el interferón es un 
interferón-α, un interferón-β o un interferón-γ. El enlazador es un enlazador que es resistente o sustancialmente 
resistente a la proteólisis. En ciertas realizaciones, la construcción es una proteína de fusión expresada 
recombinantemente. El anticuerpo se une a CD20. En ciertas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo 
monocatenario que comprende las CDR y/o las regiones variables de un anticuerpo seleccionado del grupo que 65
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consiste en anti-CD20 (Rituximab), Ibritumomab tiuxetan, tositumomab, AME-133v, Ocrelizumab, Ofatumumab, 
TRU-015, IMMU-106 y similares. El anticuerpo es una IgG (por ejemplo, IgG1, IgG3, etc.) o una IgE.

[0008] También se proporcionan formulaciones farmacéuticas. En diversas realizaciones, las formulaciones 
comprenden la construcción quimérica según lo descrito anteriormente (y/o más adelante en el presente 5
documento). En ciertas realizaciones, la formulación es una formulación de dosificación unitaria. En ciertas 
realizaciones, la formulación es una fórmula para la administración parenteral. En ciertas realizaciones, la 
formulación es una fórmula para la administración por una vía seleccionada del grupo que consiste en la 
administración oral, administración intravenosa, administración intramuscular, administración tumoral directa, 
inhalación, administración rectal, administración vaginal, administración transdérmica y administración de depósito 10
subcutáneo.

[0009] También se proporciona la construcción descrita anteriormente para su uso en métodos de inhibición del 
crecimiento y/o de la proliferación de una célula cancerosa. Por lo general, los métodos implican poner en contacto 
la célula cancerosa con una construcción quimérica como se describe en el presente documento. En ciertas 15
realizaciones, la célula cancerosa es una célula metastásica y/o una célula que está en un tumor sólido. En ciertas 
realizaciones, la célula cancerosa es una célula cancerosa de mama. En ciertas realizaciones, la célula cancerosa 
es un linfoma de linfocitos B. En ciertas realizaciones, la célula cancerosa es una célula producida por un cáncer 
seleccionado del grupo que consiste en un linfoma de linfocitos B, cáncer de pulmón, un cáncer de bronquios, un 
cáncer colorrectal, un cáncer de próstata, un cáncer de mama, un cáncer de páncreas, un cáncer de estómago, un 20
cáncer de ovario, un cáncer de la vejiga urinaria, un cáncer del sistema nervioso central o cerebro, un cáncer del 
sistema nervioso periférico, un cáncer de esófago, un cáncer cervical, un melanoma, un cáncer uterino o 
endometrial, un cáncer de la cavidad oral o la faringe, una cáncer de hígado, un cáncer de riñón, un cáncer de las 
vías biliares, un cáncer del intestino delgado o del apéndice, un cáncer de la glándula salival, un cáncer de la 
glándula tiroides, un cáncer de la glándula suprarrenal, un osteosarcoma, un condrosarcoma, un liposarcoma, un 25
cáncer de testículos y una histiocitoma fibroso maligno. En diversas realizaciones, la puesta en contacto comprende 
administrar sistémicamente el resto quimérico a un mamífero. En ciertas realizaciones, la puesta en contacto 
comprende administrar el resto quimérico directamente en un sitio tumoral. En ciertas realizaciones, la puesta en 
contacto comprende la administración intravenosa del resto quimérico. En ciertas realizaciones, la célula cancerosa 
es una célula cancerosa de un ser humano o un mamífero no humano. 30

[0010] También se desvelan ácidos nucleicos que codifican las construcciones quiméricas descritas en el presente 
documento. El ácido nucleico puede codificar una proteína de fusión según lo descrito anteriormente. El interferón 
codificado por el ácido nucleico puede ser un interferón de tipo I. El interferón puede ser IFN-α o interferón-β. El 
ácido nucleico codifica un enlazador peptídico (por ejemplo, como el descrito en el presente documento) que une el 35
anticuerpo al interferón. El ácido nucleico puede codificar las CDR y/o las regiones variables para anti-CD20 
(rituximab).

[0011] También se desvela una célula que comprende un ácido nucleico según lo descrito anteriormente, que 
codifica una construcción quimérica. La célula puede expresar la construcción quimérica.40

[0012] También se proporciona una construcción quimérica según lo descrito en el presente documento para su 
uso en la inhibición del crecimiento y/o de la proliferación de una célula cancerosa.

[0013] En ciertas realizaciones, las construcciones descritas en el presente documento se pueden usar en el 45
tratamiento de patologías tales como la esclerosis múltiple, la vasculitis mediada por el VHC, y similares.

Definiciones

[0014] Los términos "polipéptido", "péptido" y "proteína" se usan indistintamente en el presente documento para 50
referirse a un polímero de restos de aminoácidos. Los términos se aplican a polímeros de aminoácidos en los que 
uno o más restos de aminoácidos son un análogo químico artificial de un aminoácido de origen natural 
correspondiente, así como a polímeros de aminoácidos de origen natural. El término también incluye variantes en el 
enlace peptídico tradicional que unen los aminoácidos que constituyen el polipéptido. Los "péptidos", los 
"polipéptidos" y las "proteínas" son cadenas de aminoácidos cuyos carbonos α están ligados a través de enlaces 55
peptídicos. Por lo tanto, el aminoácido terminal de un extremo de la cadena (amino terminal) tiene un grupo amino 
libre, mientras que el aminoácido terminal del otro extremo de la cadena (carboxi terminal) tiene un grupo carboxilo 
libre. Como se usa en el presente documento, la expresión "extremo amino" (abreviado extremo N) se refiere al 
grupo α-amino libre de un aminoácido del extremo amino de un péptido o al grupo α-amino (grupo imino cuando 
participa en un enlace peptídico) de un aminoácido en cualquier otra ubicación del péptido. Del mismo modo, la 60
expresión "extremo carboxi" se refiere al grupo carboxilo libre del extremo carboxi de un péptido o el grupo carboxilo 
de un aminoácido de cualquier otra ubicación del péptido. Los péptidos también incluyen esencialmente cualquier 
poliaminoácido incluyendo, pero sin limitación, miméticos de péptidos tales como aminoácidos unidos por un éter en 
lugar de un enlace de amida.

65
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[0015] Como se usa en el presente documento, un "anticuerpo" se refiere a una proteína que consiste en uno o 
más polipéptidos sustancialmente codificados por genes de inmunoglobulina o fragmentos de genes de 
inmunoglobulina. Los genes de inmunoglobulina reconocidos incluyen los genes de región constante κ, λ, α, γ, δ, ε y 
μ, así como millares de genes de región variable de inmunoglobulinas. Las cadenas ligeras se clasifican bien como κ 
o λ. Las cadenas pesadas se clasifican como γ, μ, α, δ, o ε, que a su vez definen las clases de inmunoglobulinas 5
IgG, IgM, IgA, IgD e IgE, respectivamente.

[0016] Se sabe que una unidad estructural de inmunoglobulina (anticuerpo) típica comprende un tetrámero. Cada 
tetrámero se compone de dos pares idénticos de cadenas polipeptídicas, teniendo cada par una cadena "ligera" (de 
aproximadamente 25 kD) y una cadena "pesada" (de aproximadamente 50-70 kD). El extremo N de cada cadena 10
define una región variable de aproximadamente 100 a 110 o más aminoácidos principalmente responsables del 
reconocimiento del antígeno. Las expresiones “cadena ligera variable (VL)” y “cadena pesada variable (VH)” se 
refieren a estas regiones de las cadenas ligera y pesada, respectivamente.

[0017] Los anticuerpos existen como inmunoglobulinas intactas o como una serie de fragmentos bien 15
caracterizados producidos por digestión con diversas peptidasas o expresadas de novo. Así pues, por ejemplo, la 
pepsina digiere un anticuerpo por debajo de los enlaces de disulfuro de la región bisagra para producir F(ab)'2, un 
dímero de Fab que, en sí mismo, es una cadena ligera unida a VH-CH1 por un enlace de disulfuro. El F(ab)'2 se 
puede reducir en condiciones suaves para romper el enlace de disulfuro en la región bisagra convirtiendo de este 
modo el dímero F(ab)'2 en un monómero Fab'. El monómero Fab' es esencialmente un Fab con parte de la región 20
bisagra (véase, Fundamental Immunology, W. E. Paul, ed., Raven Press, Nueva York (1993), para una descripción 
más detallada de otros fragmentos de anticuerpos). Aunque diversos fragmentos de anticuerpo se definen en 
términos de la digestión de un anticuerpo intacto, el experto apreciará que dichos fragmentos Fab' se pueden 
sintetizar de novo bien químicamente o mediante la utilización de la metodología del ADN recombinante. Por lo 
tanto, el término “anticuerpo”, como se usa en el presente documento, también incluye fragmentos de anticuerpo 25
bien producidos mediante la modificación de anticuerpos enteros o sintetizados de novo usando metodologías de 
ADN recombinante, incluyendo, pero sin limitación, F(ab)'2, IgG, IgM, IgA, IgE, scFv, dAb, nanocuerpos, unicuerpos y 
diacuerpos. En diversas realizaciones, los anticuerpos preferidos incluyen, pero sin limitación, IgG, IgM, IgA y IgE.

[0018] En ciertas realizaciones, los anticuerpos y fragmentos usados en las construcciones de la presente 30
invención pueden ser biespecíficos. Los anticuerpos o fragmentos biespecíficos pueden ser de varias 
configuraciones. Por ejemplo, los anticuerpos biespecíficos se pueden parecer a los anticuerpos individuales (o 
fragmentos de anticuerpos), pero tener dos sitios de unión al antígeno (regiones variables) diferentes. En diversas 
realizaciones, se pueden producir anticuerpos biespecíficos mediante técnicas químicas (Kranz et al. (1981) Proc. 
Natl. Acad. Sci., EE.UU., 78: 5807), mediante técnicas de "polidoma" (véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. Nº 35
4.474.893) o mediante técnicas de ADN recombinante. En ciertas realizaciones, los anticuerpos biespecíficos de la 
presente invención pueden tener especificidades de unión para al menos dos epítopos diferentes, siendo al menos 
uno de ellos un antígeno asociado al tumor. En diversas realizaciones, los anticuerpos y fragmentos también pueden 
ser heteroanticuerpos. Los heteroanticuerpos son dos o más anticuerpos, o fragmentos de unión al anticuerpo (por 
ejemplo, Fab) unidos entre sí, teniendo cada anticuerpo o fragmento una especificidad diferente.40

[0019] Un "sitio de unión al antígeno" o "porción de unión" se refiere a la parte de una molécula de 
inmunoglobulina que participa en la unión al antígeno. El sitio de unión al antígeno está formado por restos de 
aminoácidos de las regiones variables ("V") N-terminales de las cadenas pesada ("H") y ligera ("L"). Tres tramos 
altamente divergentes dentro de las regiones V de las cadenas pesada y ligera se denominan "regiones 45
hipervariables", que están intercalados entre los tramos flanqueantes más conservados conocidos como "regiones 
marco" o "FR". Por lo tanto, el término "FR" se refiere a secuencias de aminoácidos que se encuentran de manera 
natural entre y adyacentes a regiones hipervariables de inmunoglobulinas. En una molécula de anticuerpo, las tres 
regiones hipervariables de una cadena ligera y las tres regiones hipervariables de una cadena pesada están 
dispuestas unas con respecto a otras en un espacio tridimensional para formar una "superficie" de unión al antígeno. 50
Esta superficie media el reconocimiento y la unión del antígeno diana. Las tres regiones hipervariables de cada una 
de las cadenas pesada y ligera se denominan "regiones determinantes de la complementariedad" o "CDR", y han 
sido caracterizadas, por ejemplo, por Kabat et al. “Sequences of proteins of immunological interest”, IV ed. U.S. 
Dept. Health and Human Services, Public Health Services, Bethesda, MD (1987).

55
[0020] El término "interferón" se refiere a un interferón de longitud completa o a un fragmento de interferón 
(interferón truncado) o mutante de interferón, que conserva sustancialmente la actividad biológica del interferón de 
tipo silvestre de longitud completa (por ejemplo, conserva al menos el 80 %, preferentemente al menos el 90 %, más 
preferentemente al menos el 95 %, 98 % o 99 % del anticuerpo de longitud completa). Los interferones incluyen 
interferones de tipo I (por ejemplo, interferón-α e interferón-β), así como interferones de tipo II (por ejemplo, 60
interferón-γ). El interferón (por ejemplo, IFN-α) puede ser esencialmente de cualquier especie de mamífero. En 
ciertas realizaciones preferidas, el interferón es de una especie seleccionada del grupo que consiste en humano, 
equino, bovino, de roedor, porcino, lagomorfo, felino, canino, murino, caprino, ovino, un primate no humano, y 
similares. En diversas realizaciones, el interferón mutado comprende una o más sustituciones, inserciones y/o 
deleciones de aminoácidos.65
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[0021] Como se usa en el presente documento, el término "sujeto" se refiere a un ser humano o animal no 
humano, incluyendo, pero sin limitación, un gato, perro, caballo, cerdo, vaca, oveja, cabra, conejo, ratón, rata o 
mono.

[0022] “CD20" es una fosfoproteína no glucosilada expresada en la superficie de los linfocitos B maduros (véase, 5
por ejemplo, Cragg et al. (2005) Curr. Dir. Autoimmun., 8: 140-174). También se encuentra en los linfomas de 
linfocitos B, leucemia de células pilosas, leucemia linfocítica crónica de linfocitos B sobre células madre de cáncer de 
piel/de melanoma, y similares.

[0023] La expresión "inhibición y/o proliferación del crecimiento" de una célula cancerosa se refiere a la reducción 10
de la velocidad del crecimiento y/o la velocidad de la proliferación de una célula cancerosa. En ciertas realizaciones, 
esto incluye la muerte de una célula cancerosa (por ejemplo, mediante apoptosis). En ciertas realizaciones dicha 
expresión también se refiere a la inhibición del crecimiento y/o la proliferación de un tumor sólido y/o la inducción de 
la reducción del tamaño del tumor o la eliminación del tumor.

15
[0024] La expresión "marcador de cáncer" se refiere a biomoléculas tales como proteínas, hidratos de carbono, 
glucoproteínas, y similares, que se expresan exclusiva o preferente o diferencialmente en una célula cancerosa y/o 
se encuentran en asociación con una célula cancerosa y, por lo tanto, proporcionan dianas preferidas o específicas 
para el cáncer. En diversas realizaciones la expresión preferida puede ser la expresión preferida en comparación 
con cualquier otra célula del organismo, o la expresión preferida de una determinada zona del organismo (por 20
ejemplo, de un determinado órgano o tejido).

Breve descripción de las figuras

[0025] Las Figuras 1A-1O muestran las secuencias de ácido nucleico y aminoácidos para diversas construcciones 25
descritas en el presente documento. La Fig. 1A muestra las secuencias de aminoácidos para cadena pesada de 
IgG3 anti-HER2/neu-IFNα (SEC ID Nº 1) y cadena ligera de IgG3 anti-HER2/neu (SEC ID Nº 2). El subrayado 
sencillo es enlazador, el doble subrayado es IFN-α murino, sin subrayado es anti-HER2/neu. Fig. 1B: Secuencia de 
ácido nucleico (SEC ID Nº 3), secuencia de aminoácidos (SEC ID Nº 4) de la cadena ligera de αCD20; Fig. 1C: 
Secuencia de ácido nucleico (SEC ID Nº 5), secuencia de aminoácidos (SEC ID Nº 6) del enlazador Gly4Ser de 30
αCD20-IgG3-muIFNα; Fig. 1D: Secuencia de ácido nucleico (SEC ID Nº 7), secuencia de aminoácidos (SEC ID Nº 8) 
del enlazador α helicoidal de αCD20-IgG3-muIFNα; Fig. 1E: Secuencia de ácido nucleico (SEC ID Nº 9), secuencia 
de aminoácidos (SEC ID Nº 10) del enlazador Gly4Ser de αCD20-IgG3-huIFNα; Fig. 1F: Secuencia de ácido nucleico 
(SEC ID Nº 11), secuencia de aminoácidos (SEC ID Nº 12) del enlazador α helicoidal de αCD20-IgG3-huIFNα; Fig. 
1G: Secuencia de ácido nucleico (SEC ID Nº 13), secuencia de aminoácidos (SEC ID Nº 14) del enlazador Gly4Ser 35
de αCD20-IgG1-muIFNα; Fig. 1H: Secuencia de ácido nucleico (SEC ID Nº 15), secuencia de aminoácidos (SEC ID 
Nº 16) del enlazador α helicoidal de αCD20-IgG1-muIFNα; Fig. 1I: Secuencia de ácido nucleico (SEC ID Nº 17), 
secuencia de aminoácidos (SEC ID Nº 18) del enlazador Gly4Ser de αCD20-IgG1-huIFNα; Fig. 1J: Secuencia de 
ácido nucleico (SEC ID Nº 19), secuencia de aminoácidos (SEC ID Nº 20) del enlazador α helicoidal de αCD20-
IgG1-huIFNα; Fig. 1K: Secuencia de ácido nucleico (SEC ID Nº 21), secuencia de aminoácidos (SEC ID Nº 22) de la 40
cadena ligera de αHer2/neu; Fig. 1L: Secuencia de ácido nucleico (SEC ID Nº 23), secuencia de aminoácidos (SEC 
ID Nº 24) del enlazador glyser de αHer2/neu-IgG1-muIFNα; Fig. 1M: Secuencia de ácido nucleico (SEC ID Nº 25), 
secuencia de aminoácidos (SEC ID Nº 26) del enlazador α helicoidal αHer2/neu-IgG1-muIFNα; Fig. 1N: Secuencia 
de ácido nucleico (SEC ID Nº 27), secuencia de aminoácidos (SEC ID Nº 28) del enlazador glyser de αHer2/neu-
IgG1-huIFNα; Fig. 1O: Secuencia de ácido nucleico (SEC ID Nº 29), secuencia de aminoácidos (SEC ID Nº 30) del 45
enlazador α helicoidal de αHer2/neu-IgG1-huIFNα. Se apreciará que aunque las construcciones de la presente figura 
se muestran con enlazadores particulares, en ciertas realizaciones, se pueden sustituir con otros enlazadores como 
se describe en el presente documento.

[0026] Las Figuras 2A, 2B, 2C y 2D ilustran la construcción y caracterización de IgG3 anti-HER2/neu-IFNα. Figura 50
2A: Diagrama esquemático de IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α. Las zona rellenas representan las regiones variables de 
anti-HER2/neu. Las zonas sin rellenar representan las regiones constantes κ e IgG3 humana. Las regiones 
circulares blancas representan IFN-α murino. Figura 2B: SDS-PAGE de IgG3 anti-HER2/neu purificada (carriles 1 y 
4), IgG3-IFN-α (carriles 2 y 5) y IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α (carriles 3 y 6) en condiciones no reductoras (carriles 1-3) 
o reductoras (carriles 4-6). A la izquierda de cada gel, se muestran las proteínas marcadoras del peso molecular. 55
Figura 2C: IgG3 anti-HER2/neu e IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α se unen a HER2/neu. Se hizo reaccionar CT26/HER2, 
una línea celular de colon murino que expresa altos niveles de HER2/neu humano, con IgG3 anti-HER2/neu, IgG3-
IFN-α o IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α con o sin heparina seguida IgG anti-humana de conejo marcada con PE. Las 
líneas discontinuas representan la señal de las células sin la adición de proteína recombinante. Figura 2D: Actividad 
protectora del patrón de IFN-α y diferentes proteínas de fusión IFN-α contra VSV. Se prepararon diluciones de 1 U 60
de patrón de IFN-α, 0,21 ng (10 pM) de IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α, 0,21 ng (10 pM) de IgG3-IFN-α o 0,17 ng 
(10 pM) de IgG3 anti-HER2/neu en 100 l y se añadieron a células L-929. Tras una incubación de 24 h, se añadieron 
4.000 PFU de VSV. Cuarenta y ocho horas más tarde, se tiñeron las células viables con el colorante cristal violeta, 
se disolvieron por metanol y se detectó el tinte solubilizado usando un lector de ELISA a 570 nm.

65
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[0027] Las Figuras 3A y 3B muestran la actividad antitumoral in vivo de diferentes proteínas de fusión IFN-α y 
rIFN-α. Se desafiaron ratones C3H/HeN s.c con 1 x 103 células 38C13/HER2 y se trataron i.p. bien con 2,5 μg (Fig. 
3A) o 1 μg (Fig. 3B) de las proteínas indicadas en los días 1, 3 y 5 después de la exposición del tumor. Se midió el 
volumen del tumor de cada ratón. Los animales se observaron hasta que el diámetro del tumor s.c. hubo alcanzado 
15 mm.5

[0028] Las Figuras 4A y 4B muestran que la fusión de IgG3 con IFN-α mejoró su actividad antitumoral y aumentó 
su semivida in vivo. Figura 4A: Se trataron los ratones con 9.600 U de rIFN-α o 9.600 U (4 μg) de IgG3-IFN-α en los 
días 1 y 3 después de la exposición del tumor. Se hizo un seguimiento de la supervivencia de los animales y se 
sacrificaron cuando el diámetro del tumor s.c. alcanzó 15 mm. Figura 4B: Grupos de tres ratones C3H/HeN 10
recibieron por inyección i.p. 66 μCi de rIFN-α marcado con 

125
I, IgG3-IFN-α o IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α. A varios 

intervalos de la inyección de las proteínas marcadas con 125I, se midió la radiactividad residual usando un contador 
de cuerpo entero murino. Los resultados representan la media de tres ratones. Barras, D.E.

[0029] Las Figuras 5A, 5B, 5C y 5D muestran que las proteínas de fusión IFN-α inhibieron la proliferación celular e 15
indujeron la apoptosis en células 38C13/HER2 in vitro. Las proteínas de fusión IFN-α inhibieron la proliferación de 
las células tumorales. Tras la incubación durante 48 h con diferentes dosis de las diferentes proteínas de fusión, se 
midieron las células 38C13/HER2 viables (Fig. 5A) o 38C13 (Fig. 5B) usando el ensayo de MTS. Estos experimentos 
se realizaron tres veces por triplicado; barras de error, D.E. de las mediciones. Figura 5C: Las proteínas de fusión 
IFN-α inducen la apoptosis en células 38C13/HER2. En resumen, se incubaron 1 x 106 células 38C13/HER2 con 20
1 nM de las proteínas indicadas durante 72 h. A continuación, se lavaron las células, se tiñeron con Alexa Fluor 488, 
anexina V y PI, y se analizaron por citometría de flujo. En la esquina, se indica el porcentaje de células situadas en 
cada cuadrante. Figura 5D: Las proteínas de fusión IFN-α inhibieron la proliferación de células 38C13/HER2 
supervivientes. En resumen, se marcaron 1 x 106 células 38C13/HER2 con CFSE 2,5 μM y se fijaron de inmediato 
(línea discontinua) o se trataron con PBS (línea fina de color negro) o 1 nM bien de IgG3 anti-HER2/neu (línea fina 25
de color negro, se solapa con el control de PBS), IgG3-IFN-α (línea gruesa de color negro) o IgG3 anti-HER2/neu-
IFN-α (zona de color negro) durante 48 h. A continuación, se lavaron las células y se analizaron por citometría de 
flujo. El histograma se obtuvo con la ventana de análisis en la población de células vivas.

[0030] Figuras 6A, 6B y 6C muestran que las proteínas de fusión IFN-α indujeron la activación de STAT1 en las 30
células 38C13/HER2. En resumen, se trataron 1 x 107 células 38C13/HER2 con 1.000 U/ml bien de IgG3 anti-
HER2/neu-IFN-α (Fig. 6A) o IgG3-IFN-α (Fig. 6B) durante los tiempos indicados. Se separaron los lisados celulares 
mediante SDS-PAGE y se analizaron por transferencia Western usando un anticuerpo policlonal de conejo anti-
phosphoSTAT1. Para confirmar la igualdad de carga de las muestras de proteínas, se sondaron las transferencias 
con un Ac policlonal de ratón conjugado con HRP contra GAPDH. Figura 6C: Se normalizó la intensidad de 35
antiphosphoSTAT1 con la intensidad de anti-GAPDH para cada punto temporal indicado, y se dividieron los valores 
obtenidos entre el valor en el punto temporal 0 para obtenerse las veces de activación para STAT1. Estos 
experimentos se realizaron dos veces; barras de error, D.E. de las mediciones. *, único punto donde los dos grupos 
difieren con una p <0,05.

40
[0031] Figura 7. Las proteínas de fusión IFN-α inhiben el crecimiento del tumor establecido. Ratones C3H/HeN 
recibieron por inyección s.c. 1 x 10

3
células 38C13/HER2. Después de 12 días, se trataron los ratones i.p. con 5 μg 

de la proteína indicada durante 3 días consecutivos. Se midió el volumen del tumor de cada ratón. Los animales se 
sacrificaron cuando el diámetro del tumor s.c. hubo alcanzado 15 mm.

45
[0032] La Figura 8 muestra la unión de anticuerpos recombinantes con células humanas que expresan CD20. Se 
incubaron células Daudi bien con IgG3 recombinante o Rituximab seguidos por IgG anti-humana de rata biotinilada y 
estreptavidina marcada con PE, y se analizaron por citometría de flujo. A, células con solo el anticuerpo secundario; 
B, células con IgG3 recombinante; C, células con Rituximab.

50
[0033] La Figura 9 muestra un diagrama de la cadena pesada del anticuerpo-proteína de fusión IFN-α. En 
particular, la figura ilustra que el acortamiento de (Gly4Ser)3 (SEC ID Nº 31) hasta un enlazador Gly4Ser (SEC ID Nº 
32) permite la producción de αCD20-IgG3-mIFNα de longitud completa.

[0034] La Figura 10 muestra el análisis SDS-PAGE de las fracciones eluidas de la proteína A sefarosa. Se hicieron 55
pasar los sobrenadantes de cultivo de las células que expresaban IgG3 anti-CD-20-IFN-α con el enlazador 
(Gly4Ser)3 (SEC ID Nº 31) a través de la proteína A sefarosa y la proteína de fusión unida antes de la elución. A. Las 
proteínas se procesaron sin reducción. Carril 1, IgG3; carriles 2-6, fracciones eluidas de la proteína A sefarosa. B. 
Las proteínas se redujeron antes del análisis. Carril 2, IgG3; Carriles 3-7, fracciones eluidas de la proteína A 
sefarosa.60

[0035] La Figura 11 muestra el análisis SDS-PAGE de las proteínas producidas mediante la expresión transitoria 
en células HEK293T. Carril 1, IgG3 anti-CD20-huIFN-α con enlazador (Gly4Ser)3 extendido (SEC ID Nº 31); Carril 2, 
IgG3 anti-CD20-huIFN-α con enlazador Gly4Ser acortado (SEC ID Nº 32); Carril 3, IgG3 anti-CD20-muIFN-α con 
enlazador (Gly4Ser)3 extendido (SEC ID Nº 31); Carril 4, IgG3 anti-CD20-muIFN-α con enlazador Gly4Ser acortado; 65
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Carril 5, IgG3 anti-CD20.

[0036] La Figura 12 muestra un análisis de la proteína de unión a las células Daudi usando citometría de flujo. Se 
tiñeron 1 x 106 células Daudi con 1 μg de proteína de fusión que contenía IFN-α humano o Rituxan.

5
[0037] La Figura 13 muestra un análisis de la unión de la proteína a 38C13/CD20 por citometría de flujo.

[0038] Figura 14. Se incubaron células Daudi con varias concentraciones de IFN-α, anticuerpo o proteína de fusión 
durante 72 h. Se evaluó la inhibición del crecimiento usando el ensayo de proliferación celular CellTiter 96 AQueous.

10
[0039] Figura 15. Se trataron células Daudi con 10 pM de las proteínas indicadas durante 72 horas. Se 
determinaron la viabilidad celular y la apoptosis tras la tinción con anexina V y PI, y el análisis por citometría de flujo.

[0040] Figura 16. Se trataron células 38C13/CD20 con 10 pM de las proteínas indicadas durante 48 horas. Se 
determinaron la viabilidad celular y la apoptosis tras la tinción con anexina V y PI, y el análisis por citometría de flujo.15

[0041] Figura 17. Inhibición de la proliferación celular después del tratamiento con distintas proteínas a 
concentraciones variables. Se trataron las células 38C13-CD20 con las proteínas indicadas a concentraciones 
variables durante 48 horas. Después del tratamiento, se monitorizó el grado de proliferación usando el ensayo de 
MTS.20

[0042] Figura 18. Se trataron células 38C13/CD20 con las diferentes concentraciones de las proteínas indicadas 
durante 48 horas. Se determinaron la viabilidad celular y la apoptosis tras la tinción con anexina V y PI, y el análisis 
por citometría de flujo. 

25
[0043] Figura 19. Se incubaron células Daudi durante 72 horas con diferentes concentraciones de la proteína de 
fusión. Se determinaron la viabilidad celular y la apoptosis tras la tinción con anexina V y PI, y el análisis por 
citometría de flujo.

[0044] Figura 20. Se trataron células Daudi durante 72 horas con diversas concentraciones de proteínas de fusión. 30
Se añadió solución MTS para cuantificar la viabilidad celular.

[0045] Figura 21. Se incubaron células Daudi durante 72 horas con 1 pM de IgG3 anti-CD20-hIFNα con el 
enlazador Gly4Ser (32) (enlazador Gly-Ser) o con 1 pM de IgG3 anti-CD20-hIFNα con el enlazador α helicoidal 
(enlazador helicoidal α). Se determinaron la viabilidad celular y la apoptosis tras la tinción con anexina V y PI, y el 35
análisis por citometría de flujo.

[0046] La Figura 22 muestra la supervivencia de ratones inoculados con 5.000 células 38C13-CD20 y tratados en 
los días 1, 2 y 3 con HBSS o las cantidades indicadas de las proteínas de fusión anti-CD20-IFN-α.

40
[0047] La Figura 23 muestra la supervivencia de ratones inoculados con 5.000 células 38C13-CD20 y tratados en 
los días 5, 6 y 7 con 10 μg de IgG1 anti-CD20, IgG3 anti-CD20, Rituximab o IgG3 anti-CD20-mIFNα.

[0048] Figura 24. Supervivencia de los ratones inoculados con 5.000 células 38C13-CD20 y tratados en los días 5, 
6 y 7 con 10 μg de IgG3 anti-CD20, IgG3 anti-CD20 + IFNα, IgG3 anti-DNS o IgG3 anti-CD20-mIFFNα.45

[0049] Figura 25. Grupos de ocho ratones recibieron por inyección 5.000 células 38C13-CD20 en los días 0. En los 
días 8, 9 y 10 se trataron con HBSS o 100 μg de IgG3 anti-CD20-mIFNα. Se monitorizó el crecimiento tumoral a lo 
largo del tiempo.

50
[0050] Figura 26. Grupos de ocho ratones recibieron por inyección 5.000 células 38C13-CD20 en los días 0. En los 
días 8, 9 y 10, se trataron con HBSS o 100 μg de IgG3 anti-CD20-mIFNα. Se controló la supervivencia a lo largo del 
tiempo.

Descripción detallada55

[0051] El interferón α (IFN-α) es una citocina importante en la iniciación de la respuesta inmune innata y también 
demuestra un amplio espectro de actividades antitumorales. No obstante, el uso clínico del interferón (por ejemplo, 
IFN-α) como fármaco contra el cáncer se ve obstaculizado por su corta semivida, lo que compromete 
significativamente su efecto terapéutico. En ciertas realizaciones, la presente divulgación se refiere al 60
descubrimiento de que es posible mejorar el índice terapéutico del interferón uniendo el interferón a un resto de 
dirección que se una específica/preferentemente a un marcador en o asociado con la célula diana (por ejemplo, una 
célula tumoral). Esto permite la administración de dosis más elevadas de interferón en el sitio diana con menos 
complicaciones sistémicas. Esto se ilustró mediante la construcción y el uso de una proteína de fusión que consiste 
en una IgG3 anti-HER2/neu e IFN-α (IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α) y mediante la construcción y el uso de una proteína 65
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de fusión anti-CD20-IFN-α.

[0052] La eficacia de las construcciones de IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α se ensayó en un linfoma de linfocitos B 
murino, 38C13, transducido con HER2/neu humano. La proteína de fusión IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α presenta un 
potente efecto en la inhibición del crecimiento de tumores 38C13/HER2 in vivo, e incluso la administración de 1 μg 5
de IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α produjo un 88 % de supervivientes a largo plazo tras la exposición del tumor.

[0053] Sorprendentemente, IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α demostró una potente actividad contra tumores 
38C13/HER2 establecidos, observándose la remisión completa del tumor en el 88 % de los ratones tratados. Esta 
espectacular actividad antitumoral fue mediada por la apoptosis inducida por IFN-α, y la dirección de IFN-α a células 10
tumorales 38C13/HER2 por el anticuerpo IgG3 anti-HER2/neu fue esencial para potenciar estos efectos.

[0054] Se observaron resultados similares para la construcción de IgG3 anti-CD20-IFN-α (véase, Ejemplo 2). Estos 
resultados indican que la unión (por ejemplo, la fusión) de un interferón (por ejemplo, IFN-α) con un resto de 
dirección (por ejemplo, con un anticuerpo específico del tumor) produce un agente terapéutico eficaz que se puede 15
usar para inhibir el crecimiento y/o la proliferación o incluso para matar a la/s célula/s diana. Así pues, por ejemplo, 
las construcciones ejemplares descritas en el presente documento se pueden usar fácilmente para el tratamiento del 
linfoma de linfocitos B y otros tipos de cáncer en el entorno clínico. 

[0055] Por lo tanto, la presente invención proporciona una construcción quimérica que comprende un interferón 20
unido a un anticuerpo que es una inmunoglobulina intacta que se une específicamente a CD20, en la que el 
anticuerpo se une al interferón mediante un enlazador peptídico resistente a la proteólisis que tiene la secuencia de 
aminoácidos SGGGGS (SEC ID Nº 58), y en la que la construcción, cuando se pone en contacto con una célula 
tumoral, produce la muerte o la inhibición del crecimiento o de la proliferación de la célula tumoral. También se 
desvelan ácidos nucleicos que codifican las proteínas de fusión, así como células transfectadas con los ácidos 25
nucleicos para expresar las proteínas de fusión. También se desvelan métodos de inhibición del crecimiento y de la 
proliferación de células cancerosas, así como kits que comprenden, por ejemplo, los restos quiméricos descritos en 
el presente documento, para el tratamiento de diversos cánceres.

I. Construcciones quiméricas que comprenden un resto de dirección unido a un interferón30

[0056] Fue un descubrimiento sorprendente que las construcciones quiméricas que comprenden un resto de 
dirección (por ejemplo, un anticuerpo marcador antitumoral) unido a un IFN nativo (de tipo silvestre) o modificado 
(por ejemplo, IFN-α) se pueden usar con eficacia para inhibir el crecimiento y/o la proliferación de células cancerosas 
diana que expresan o se asocian con el marcador al que se dirige el resto de dirección. En ciertas realizaciones, los 35
restos de dirección se conjugan químicamente con el interferón, mientras que, en otras realizaciones, el resto de 
dirección se expresa como una proteína de fusión con el IFN-α. Cuando se produce en forma de una proteína de 
fusión, el componente de resto de dirección (por ejemplo, el anticuerpo) se puede fusionar directamente con el IFN-α 
o unirse por medio de un enlazador peptídico (por ejemplo, un enlazador (Gly4Ser)3 (SEC ID Nº: 31), un enlazador 
GlyGlyGlyGlySer (SEC ID Nº: 32), un AEAAAKEAAAKA (SEC ID Nº: 33), y similares.40

A) Restos de dirección

[0057] El resto de dirección es una molécula que se une específica o preferentemente a un marcador expresado 
por (por ejemplo, en la superficie de) o asociado con la/s célula/s diana. Aunque la dirección se puede realizar 45
esencialmente hacia cualquier célula, ciertas células preferidas incluyen aquellas asociadas con una patología 
caracterizada por la hiperproliferación de una célula (es decir, un trastorno hiperproliferativo). Los trastornos 
hiperproliferativos ilustrativos incluyen, pero sin limitación, soriasis, neutrofilia, policitemia, trombocitosis y cáncer. 

[0058] Los trastornos hiperproliferativos caracterizados como cáncer incluyen, pero sin limitación, tumores sólidos 50
tales como cáncer de mama, del tracto respiratorio, de cerebro, de órganos reproductores, del tracto digestivo, del 
tracto urinario, ocular, de hígado, de piel, de cabeza y cuello, de tiroides, de paratiroides y su metástasis a distancia. 
Estos trastornos también incluyen linfomas, sarcomas y leucemias. Los ejemplos de cáncer de mama incluyen, pero 
sin limitación, carcinoma ductal invasivo, carcinoma lobular invasivo, carcinoma ductal in situ y carcinoma lobular in 
situ. Los ejemplos de cánceres del tracto respiratorio incluyen, pero sin limitación, carcinoma de pulmón de células 55
pequeñas y de células no pequeñas, así como adenoma bronquial y blastoma pleuropulmonar. Los ejemplos de 
cánceres cerebrales incluyen, pero sin limitación, del tallo cerebral y glioma hipotalámico, astrocitoma cerebeloso y 
cerebral, meduloblastoma, ependimoma, así como tumor neuroectodérmico y pineal. Los tumores de los órganos 
reproductores masculinos incluyen, pero sin limitación, cáncer de próstata y testicular. Los tumores de los órganos 
reproductores femeninos incluyen, pero sin limitación, cáncer endometrial, cervical, ovárico, vaginal y vulvar, así 60
como sarcoma del útero. Los tumores del tracto digestivo incluyen, pero sin limitación, anal, de colon, colorrectal, de 
esófago, de vesícula biliar, gástrico, pancreático, rectal, del intestino delgado y de las glándulas salivales. Los 
tumores del tracto urinario incluyen, pero sin limitación, cáncer de vejiga, pene, riñón, pelvis renal, uréter y uretral. 
Los cánceres oculares incluyen, pero sin limitación, melanoma intraocular y retinoblastoma. Los ejemplos de 
cánceres de hígado incluyen, pero sin limitación, carcinoma hepatocelular (carcinomas de células hepáticas con o 65
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sin variante fibrolamelar), colangiocarcinoma (carcinoma del conducto biliar intrahepático) y colangiocarcinoma 
hepatocelular mixto. Los cánceres de piel incluyen, pero sin limitación, carcinoma de células escamosas, sarcoma 
de Kaposi, melanoma maligno, cáncer de piel de células de Merkel y cáncer de piel no melanoma. Los cánceres de 
cabeza y cuello incluyen, pero sin limitación, de laringe/hipofaringe/nasofarínge/orofarínge, y cáncer de labio y 
cavidad oral. Los linfomas incluyen, pero sin limitación, linfoma relacionado con el SIDA, linfoma de no Hodgkin, 5
linfoma cutáneo de linfocitos T, enfermedad de Hodgkin y linfoma del sistema nervioso central. Los sarcomas 
incluyen, pero sin limitación, sarcoma de los tejidos blandos, osteosarcoma, histiocitoma fibroso maligno, 
linfosarcoma y rabdomiosarcoma. Las leucemias incluyen, pero sin limitación, leucemia mieloide aguda, leucemia 
linfoblástica aguda, leucemia linfocítica crónica, leucemia mielógena crónica y leucemia de células pilosas.

10
[0059] Estos trastornos se han caracterizado bien en seres humanos, pero también existen con una etiología 
similar en otros mamíferos, y se pueden tratar mediante la administración de las composiciones farmacéuticas de la 
presente invención. 

[0060] Un resto de dirección es un resto que se une a un marcador de cáncer (por ejemplo, un antígeno asociado 15
a un tumor). Los expertos en la materia conocen una amplia variedad de marcadores del cáncer. Los marcadores no 
necesitan ser únicos para las células cancerosas, sino que también pueden ser eficaces cuando la expresión del 
marcador está elevada en una célula cancerosa (en comparación con las células sanas normales) o cuando el 
marcador no está presente a niveles comparables en los tejidos circundantes (especialmente cuando la fracción 
quimérica se administra a nivel local).20

[0061] Los marcadores del cáncer incluyen, por ejemplo, el marcador tumoral reconocido por el anticuerpo 
monoclonal ND4. Este marcador se encuentra en el cáncer colorrectal poco diferenciado, así como en tumores 
neuroendocrinos gastrointestinales (véase, por ejemplo, Tobi et al. (1998) “Cancer Detection and Prevention”, 22(2): 
147-152). Otras dianas importantes para la inmunoterapia del cáncer son las glucoproteínas reguladoras del 25
complemento unido a la membrana: CD46, CD55 y CD59, que se ha encontrado que se expresan en la mayoría de 
las células tumorales in vivo e in vitro. Las mucinas humanas (por ejemplo, MUC1) son conocidos marcadores 
tumorales, como lo son gp100, tirosinasa y MAGE, que se encuentran en el melanoma. El gen del tumor de Wilms 
de tipo silvestre WT1 se expresa a altos niveles, no solo en la mayoría de las leucemias mielocíticas agudas, 
linfocíticas agudas y mielocíticas crónicas, sino también en diversos tipos de tumores sólidos, incluyendo el cáncer 30
de pulmón. 

[0062] La leucemia linfocítica aguda ha sido caracterizada por los TAA HLA-Dr, CD1, CD2, CD5, CD7, CD19 y 
CD20. La leucemia mielógena aguda ha sido caracterizada por los TAA HLA-Dr, CD7, CD13, CD14, CD15, CD33 y 
CD34. El cáncer de mama ha sido caracterizado por los marcadores EGFR, HER2, MUC1, Tag-72. Diversos 35
carcinomas han sido caracterizados por los marcadores de MUC1, TAG-72 y CEA. La leucemia linfocítica crónica ha 
sido caracterizada por los marcadores CD3, CD19, CD20, CD21, CD25 y HLA-DR. La leucemia de células pilosas 
ha sido caracterizada por los marcadores CD19, CD20, CD21, CD25. La enfermedad de Hodgkin ha sido 
caracterizada por el marcador Leu-M1. Varios melanomas han sido caracterizados por el marcador HMB 45. Los 
linfomas de no Hodgkins han sido caracterizados por el marcador CD20, CD19 e Ia. Y diversos tipos de cáncer de40
próstata han sido caracterizados por los marcadores PSMA y SE10.

[0063] Además, muchos tipos de células tumorales muestran antígenos inusuales que son inapropiados para el 
tipo de célula y/o su entorno, o que normalmente solo están presentes durante el desarrollo de los organismos (por 
ejemplo, antígenos fetales). Los ejemplos de dichos antígenos incluyen el glucoesfingolípido GD2, un 45
disialogangliósido que normalmente solo se expresa a un nivel significativo en las membranas de la superficie 
externa de las células neuronales, donde su exposición al sistema inmune está limitada por la barrera 
hematoencefálica. GD2 se expresa en las superficies de una amplia selección de células tumorales, incluyendo 
neuroblastoma, meduloblastomas, astrocitomas, melanomas, cáncer de pulmón de células pequeñas, 
osteosarcomas y otros sarcomas de tejidos blandos. Por lo tanto, GD2 es una diana específica del tumor 50
conveniente para las inmunoterapias. 

[0064] Otros tipos de células tumorales muestran receptores de la superficie celular que son raros o están 
ausentes en las superficies de las células sanas, y que son responsables de la activación de vías de señalización 
celulares que causan el crecimiento y la división no regulados de la célula tumoral. Los ejemplos incluyen (ErbB2). 55
HER2/neu, un receptor de superficie celular constitutivamente activo que se produce a niveles anormalmente 
elevados en la superficie de las células tumorales del cáncer de mama. 

[0065] En la Tabla 1, se proporciona una lista de marcadores tumorales. Los anticuerpos frente a estos y otros 
marcadores del cáncer son conocidos por los expertos en la materia, y se pueden obtener en el mercado o producir 60
fácilmente, por ejemplo, usando la tecnología de presentación de fagos. 
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Tabla 1. Marcadores del cáncer y referencias asociadas

Marcador Referencia

5 α reductasa Délos et al. (1998) Int J Cancer, 75:6 840-846

α-fetoproteína Esteban et al. (1996) Tumour Biol., 17(5): 299-305

AM-1 Harada et al. (1996) Tohoku J Exp Med., 180(3): 273-288

APC Dihlmannet al. (1997) Oncol Res., 9(3) 119-127

APRIL Sordat et al. C998) J Exp Med., 188(6): 1185-1190

BAGE Böel et al. (1995) Immunity, 2: 167-175.

β-catenina Hugh et al. (1999) Int J Cancer, 82(4): 504-11

Bcl2 Koty et al (1999) Lung Cancer, 23(2): 115-127

bcr-abl (b3a2) Verfaillie et al. (‘996) Blood, 87(11): 4770-4779

CA-125 Bast et al. (‘998) Int J Biol Markers, 13(4): 179-187

CASP-8/FLICE Mandruzzato et al. (1997) J Exp Med., 186(5): 785-793.

Catepsinas Thomssen et al. (1995) Clin Cancer Res., 1(7): 741-746

CD19 Scheuermann et al. (1995) Leuk Lymphoma, 18(5-6): 385-397

CD20 Knox et al. (1996) Clin Cancer Res., 2(3): 457-470

CD21, CD23 Shubinsky et al. (1997) Leuk Lymphoma, 25(5-6): 521-530

CD22, CD38 French et al. (1995) Br J Cancer, 71(5): 986-994

CD33 Nakase et al. (1996) Am J Clin Pathol., 105(6): 761-768

CD35 Yamakawa et al. Cancer, 73(11): 2808-2817

CD44 Naot et al. (1997) Adv Cancer Res., 71: 241-319

CD45 Buzzi et al. (1992) Cancer Res., 52(14): 4027-4035

CD46 Yamakawa et al. (1994) Cancer, 73(11): 2808-2817

CD5 Stein et al. (1991) Clin Exp Immunol., 85(3): 418-423

CD52 Ginaldi et al. (1998) Leuk Res., 22(2): 185-191

CD55 Spendlove et al. (1999) Cancer Res., 59: 2282-2286.

CD59 (791Tgp72) Jarvis et al. (1997)Int J Cancer, 71(6): 1049-1055

CDC27 Wang et al. (1999) Science, 284(5418): 1351-1354

CDK4 Wölfel et al. (1995) Science, 269(5228): 1281-1284

CEA Kass et al. (1999) Cancer Res., 59(3): 676-683

c-myc Watson et al. (1991) Cancer Res., 51(15): 3996-4000

Cox-2 Tsujii et al. (1998) Cell, 93: 705-716
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Marcador Referencia

DCC Gotley et al. (1996) Oncogene, 13(4): 787-795

DcR3 Pitti et al. (1998) Nature, 396: 699-703

E6/E7 Steller et al. (1996) Cancer Res., 56(21): 5087-5091

EGFR Yang et al. (1999) Cancer Res., 59(6): 1236-1243.

EMBP Shiina et al. (1996) Prostate, 29(3): 169-176.

Ena78 Arenberg et al. (1998) J. Clin. Invest., 102: 465-472.

FGF8b y FGF8a Dorkin et al. (1999) Oncogene, 18(17): 2755-2761

FLK-1/KDR Annie y Fong (1999) Cancer Res., 59: 99-106

Receptor de ácido fólico Dixon et al. (1992) J Biol Chem., 267(33): 24140-72414

G250 Divgi et al. (1998) Clin Cancer Res., 4(11): 2729-2739

Familia GAGE De Backer et al. (1999) Cancer Res., 59(13): 3157-3165

gastrina 17 Watson et al. (1995) Int J Cancer, 61(2): 233-240

Hormona liberadora de 
gastrina (bombesina)

Wang et al. (1996) Int J Cancer, 68(4): 528-534

GD2/GD3/GM2 Wiesner y Sweeley (1995) Int J Cancer, 60(3): 294-299

GnRH Bahk et al.(1998) Urol Res., 26(4): 259-264

GnTV Hengstler et al. (1998) Recent Results Cancer Res., 154: 47-85

gp100/Pme117 Wagner et al. (1997) Cancer Immunol Immunother., 44(4): 239- 247

gp-100-in4 Kirkin et al (1998) APMIS, 106(7): 665-679

gp15 Maeurer et a/.(1996)Melanoma Res., 6(1): 11-24

gp75/TRP-1 Lewis et a/.(1995) Semin Cancer Biol., 6(6): 321-327

hCG Hoermann et al. (1992) Cancer Res., 52(6): 1520-1524

Heparanasa Vlodavsky et al. (1999) Nat Med., 5(7): 793-802

HER2/neu Lewis et al (1995) Semin Cancer Biol, 6(6): 321-327

Her3

HMTV Kahl et al.(1991) Br J Cancer, 63(4): 534-540

Hsp70 Jaattela et al. (1998) EMBO J., 17(21): 6124-6134

hTERT (telomerasa) Vonderheide et al (1999) Immunity, 10: 673-679. 1999.

IGFR1 Ellis et al. (1998) Breast Cancer Res. Treat., 52: 175-184
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Marcador Referencia

IL-13R Murata et al. (1997) Biochem Biophys Res Commun., 238(1): 90-94

iNOS Klotz et a.l (1998) Cancer, 82(10): 1897-1903

Ki 67 Gerdes et al. (1983) Int J Cancer, 31: 13-20

KIAA0205 Guéguen et al (1998) J Immunol., 160(12): 6188-6194

K-ras, H-ras, N-ras Abrams et al. (1996) Semin Oncol, 23(1): 118-134

KSA
(CO17-1A)

Zhang et al (1998) Clin Cancer Res., 4(2): 295-302

LDLR-FUT Caruso et al. (1998) Oncol Rep., 5(4): 927-930

Familia MAGE
(MAGE1, MAGE3, etc.)

Marchand et al. (1999) Int J Cancer, 80(2): 219-230

Mammaglobina Watson et al. (1999) Cancer Res., 59: 13 3028-3031

MAP17 Kocher et al. (1996) Am J Pathol., 149(2): 493-500

Melan-A/
MART-1

Lewis y Houghton (1995) Semin Cancer Biol., 6(6): 321-327

mesotelina Chang et al. (1996) Proc. Nati. Acad. Sel, EE.UU., 93(1): 136-140

MICA/B Groh et al.(1998) Science, 279: 1737-1740

MT-MMP tales como 
MMP2, MMP3,

Sato y Seiki (1996) J Biochem (Tokio), 119(2): 209-215

MMP7, MMP9

Mox1 Candia et al. (1992) Development, 116(4): 1123-1136

Mucina tal como MUC-1, 
MUC-2, MUC-3 y MUC-4

Lewis y Houghton (1995) Semin Cancer Biol., 6(6): 321-327

MUM-1 Kirkin et al. (1998) APMIS, 106(7): 665-679

NY-ESO-1 Jager et al. (1998) J. Exp. Med., 187: 265-270

Osteonectin Graham et al. (1997) Eur J Cancer, 33(10): 1654-1660

P15 Yoshida et al. (1995) Cancer Res., 55(13): 2756-2760

P170/MDR1 Trock et al. (1997) J Natl Cancer Inst., 89(13): 917-931

p53 Roth et al. (1996) Proc. Nati. Acad. Sci, EE.UU., 93(10): 4781-4786.
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Marcador Referencia

p97/melanotransferrina Furukawa et al. (1989) J Exp Med., 169(2): 585-590

PAI-1 Grndahl-Hansen et al. (1993) Cancer Res., 53(11): 2513-2521

PDGF Vassbotn et al. (1993) Mol Cell Biol., 13(7): 4066-4076

Plasminógeno (uPA) Naitoh et al. (1995) Jpn J Cancer Res., 86(1): 48-56

PRAME Kirkin et al. (1998) APMIS, 106(7): 665-679

Probasina Matuo et al. (1985) Biochem Biophys Res Commun., 130(1): 293- 300

Progenipoyetina -----

PSA Sanda et al. (1999) Urology, 53(2): 260-266.

PSM Kawakami et al.(1997) Cancer Res., 57(12): 2321-2324

RAGE-1 Gaugler et al. (1996) Immunogenetics, 44(5): 323-330

Rb Dosaka-Akita et al. (1997) Cancer, 79(7): 1329-1337

RCAS1 Sonoda et al (1996) Cancer, 77(8): 1501-1509.

SART-1 Kikuchi et al.(1999) Int J Cancer, 81(3): 459-466

Familia de genes SSX Gure et al. (1997) Int J Cancer, 72(6): 965-971

STAT3 Bromberg et al. (1999) Cell, 98(3): 295-303

STn
(asociado con mucina) .

Sandmaier et al. (1999) J Immunother., 22(1): 54-66

TAG-72 Kuroki et al. (1990) CancerRes., 50(16): 4872-4879

TGF-α Imanishi et al. (1989) Br J Cancer, 59(5): 761-765

TGF-β Picon et al. (1998) Cancer Epidemiol Biomarkers Prey, 7(6): 497- 504

Timosina β 15 Bao et al. (1996) Nature Medicine. 2(12), 1322-1328

IFN-α Moradi et al. (1993) Cancer, 72(8): 2433-2440

TPA Maulard et al. (1994) Cancer, 73(2): 394-398

TPI Nishida et al. (1984) Cancer Res 44(8): 3324-9

TRP-2 Parkhurst et al. (1998) Cancer Res., 58(21) 4895-4901

Tirosinasa Kirkin et al. (1998) APMIS, 106(7): 665-679

VEGF Hyodo et al. (1998) Eur J Cancer, 34(13): 2041-2045

ZAG Sánchez et al. (1999) Science, 283(5409): 1914-1919
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Marcador Referencia

P16INK4 Quelle et al. (1995) Oncogene, 17 de agosto de 1995; 11(4): 635-645

Glutationa S-transferasa Hengstler (1998) et al. Recent Results Cancer Res., 154: 47-85

[0066] CD20 es la diana para las construcciones de la presente invención

Anticuerpos
5

[0067] El anticuerpo se une específica o preferentemente a CD20. Los anticuerpos anti-CD20 son bien conocidos 
por los expertos, e incluyen, pero sin limitación, rituximab, ibritumomab tiuxetan y tositumomab, AME-133v (Applied 
Molecular Evolution), Ocrelizumab (Roche), Ofatumumab (Genmab), TRU-015 (Trubion) e IMMU-106 
(Immunomedics).

10
B) IFN-α e IFN-α modificado

[0068] Los restos quiméricos de la presente invención comprenden un interferón (por ejemplo, IFN-α) unido al 
anticuerpo. El interferón puede ser un interferón de tipo silvestre de longitud completa (por ejemplo, IFN-α, IFN-β, 
IFN-γ, etc.), un fragmento de interferón (por ejemplo, un fragmento de IFN-α) y/o un interferón mutado. Por lo 15
general, el fragmento de interferón es aquel que posee la actividad endógena preferentemente a un nivel de al 
menos 80 %, más preferentemente al menos 90 % o 95 %, lo más preferentemente al menos 98 %, 99 %, 100 % o 
un nivel superior al del interferón de tipo silvestre.

[0069] Los medios de identificación de dichas moléculas de interferón modificadas son habituales para los 20
expertos en la materia. En una metodología ilustrativa, se produce una biblioteca de IFN-α truncados y/o mutados, y 
se rastrea en cuanto a la actividad de IFN-α. Los métodos de producción de bibliotecas de variantes polipeptídicas 
son bien conocidos por los expertos en la materia. Así pues, por ejemplo, se puede usar la PCR propensa a errores 
para crear una biblioteca de IFN-α mutantes y/o truncados (véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. Nº 6.365.408).

25
[0070] A continuación, se pueden rastrear los miembros de la biblioteca resultante de acuerdo con métodos 
convencionales conocidos por los expertos en la materia. Así pues, por ejemplo, se puede ensayar la actividad de 
IFN-α midiendo la actividad antiviral contra un determinado virus de ensayo. Los kits para ensayar la actividad de 
IFN-α se encuentran disponibles en el mercado (véase, por ejemplo, el kit del alfabeto iLite™ por Neutekbio, 
Irlanda). 30

[0071] Estos métodos pretenden ser ilustrativos y no limitantes. Usando la enseñanza proporcionada en el 
presente documento, se pueden identificar fácilmente otros interferones modificados adecuados (por ejemplo, IFN-α, 
IFN-β, IFN-γ, etc. modificados).

35
C. Unión del anticuerpo al IFN-α 

[0072] En términos generales, el anticuerpo anti-CD20 se puede unir en cualquier orden. Así pues, por ejemplo, el 
anticuerpo se puede unir bien con el extremo amino o con el extremo carboxi del interferón. El anticuerpo también se 
puede unir a una región interna del interferón, o por el contrario, el interferón se puede unir a una ubicación interna o 40
a cualquier extremo del anticuerpo, siempre y cuando la unión no interfiera con la unión del anticuerpo al marcador 
diana. 
[0073] El anticuerpo y el interferón (por ejemplo, IFN-α) se pueden unir mediante cualquiera de una serie de 
medios bien conocidos por los expertos en la materia. En ciertas realizaciones, el interferón se conjuga, ya sea 
directamente o través de un enlazador (espaciador), con el anticuerpo. En ciertas realizaciones, sin embargo, es 45
preferible expresar de forma recombinante el resto quimérico en forma de una proteína de fusión.

i) Conjugación química del resto de dirección con el interferón

[0074] El anticuerpo se une a la molécula de interferón (por ejemplo, IFN-α) mediante un enlazador resistente a la 50
proteólisis que tiene la secuencia de aminoácidos SGGGGS (SEC ID Nº 58). Un "enlazador", como se usa en el 
presente documento, se refiere a una molécula que se usa para unir el anticuerpo al IFN-α. El enlazador es capaz de 
formar enlaces covalentes tanto con el anticuerpo como con el IFN-α. En ciertas realizaciones, el/los enlazador/es se 
puede/n unir a los aminoácidos constituyentes del anticuerpo y/o al IFN-α a través de sus grupos laterales (por 
ejemplo, a través de un enlace disulfuro con cisteína). En ciertas realizaciones preferidas, los enlazadores se unen a 55
los grupos amino y/o carboxilo del carbono α de los aminoácidos terminales del anticuerpo y/o IFN-α. 

E08831632
12-05-2015ES 2 536 772 T3

 



15

[0075] Para formar el conjugado deseado, se puede usar un enlazador bifuncional que tenga un grupo funcional 
reactivo con un grupo en el anticuerpo y otro grupo reactivo en el IFN-α. Como alternativa, la derivatización puede 
implicar el tratamiento químico del resto de dirección. Los procedimientos de generación de, por ejemplo, grupos 
sulfhidrilo libres en polipéptidos, tales como anticuerpos o fragmentos de anticuerpos, son conocidos (véase la 
patente de Estados Unidos Nº 4.659.839).5

[0076] Se conocen muchos procedimientos y moléculas enlazadoras para la unión de diversos compuestos, 
incluyendo quelatos de radionúclidos metálicos, toxinas y fármacos con proteínas tales como anticuerpos. Véase, 
por ejemplo, la solicitud de patente europea Nº 188.256; las patentes de EE.UU. Nº 4.671.958; 4.659.839; 
4.414.148; 4.699.784; 4.680.338; 4.569.789; y 4.589.071; y Borlinghaus et al. (1987) Cancer Res. 47: 4071-4075. En 10
particular, la producción de diversas inmunotoxinas es bien conocida en la técnica y se puede encontrar, por 
ejemplo, en. "Monoclonal Antibody-Toxin Conjugates: Aiming the Magic Bullet", Thorpe et al., “Monoclonal Antibodies 
in Clinical Medicine”, Academic Press, pág. 168-190 (1982); Waldmann (1991) Science, 252: 1657; patente de 
EE.UU. Nº 4.545.985 y 4.894.443, y similares.

15
ii) Producción de proteínas de fusión

[0077] La construcción quimérica se sintetiza usando metodología de ADN recombinante. En general, esto implica 
la creación de una secuencia de ADN que codifica la proteína de fusión, la colocación del ADN en un casete de 
expresión bajo el control de un determinado promotor, la expresión de la proteína en un huésped, el aislamiento de 20
la proteína expresada y, si se requiere, la renaturalización de la proteína.

[0078] El ADN que codifica las proteínas de fusión (por ejemplo, anti-CD20-IFN-α, etc.) de la presente invención se 
puede preparar mediante cualquier método adecuado, incluyendo, por ejemplo, la clonación y restricción de 
secuencias apropiadas o la síntesis química directa mediante métodos tales como el método del fosfotriéster de 25
Narang et al. (1979) Meth. Enzymol. 68: 90-99; el método del fosfodiéster de Brown et al. (1979) Meth. Enzymol. 68: 
109-151; el método de dietilfosforamidita de Beaucage et al. (1981) Tetra. Lett., 22: 1859-1862); el método de 
soporte sólido de la patente de EE.UU. Nº 4.458.066, y similares.

[0079] La síntesis química produce un oligonucleótido monocatenario. Este se puede convertir en ADN bicatenario 30
por hibridación con una secuencia complementaria, o mediante polimerización con una ADN polimerasa usando la 
cadena sencilla como molde. Un experto reconocería que aunque la síntesis química de ADN se limita a secuencias 
de aproximadamente 100 bases, es posible obtener secuencias más largas mediante la ligación de secuencias más 
cortas. 

35
[0080] Como alternativa, se pueden clonar subsecuencias y escindirse las subsecuencias apropiadas usando 
enzimas de restricción apropiadas. A continuación, se pueden ligar los fragmentos para producir la secuencia de 
ADN deseada.

[0081] En ciertas realizaciones, las proteínas de fusión que codifican el ADN se pueden clonar usando métodos de 40
amplificación de ADN tales como la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Por lo tanto, por ejemplo, el gen 
para IFN-α se amplifica por PCR, usando un cebador sentido que contiene el sitio de restricción para, por ejemplo, 
NdeI y un cebador antisentido que contiene el sitio de restricción para HindIII. Esto puede producir un ácido nucleico 
que codifique la secuencia de IFN-α madura y que tenga sitios de restricción terminales. De manera similar, es 
posible clonar un anticuerpo que tenga sitios de restricción "complementarios" y luego ligarlo al IFN-α y/o a un 45
enlazador unido al IFN-α. La ligación de las secuencias de ácidos nucleicos y la inserción en un vector produce un 
vector que codifica IFN-α unido al anticuerpo.

[0082] Sin embargo, fue un descubrimiento sorprendente que ciertos enlazadores no son adecuados para la 
preparación de proteínas de fusión. Así pues, por ejemplo, el enlazador (Gly4Ser)3 (SEC ID Nº: 31) no resultó ser 50
muy adecuado para la producción de una construcción de anti-CD20-IFN-α. Sin estar ligados a ninguna teoría en 
particular, se cree que el interferón se estaba eliminando de la proteína de fusión por proteólisis. El análisis de 
transferencia Western usando anti-Fc y anti-interferón, confirmó que ambas bandas superiores eran cadenas 
pesadas, pero solo la mayor contenía interferón.

55
[0083] Las secuencias de ácidos nucleicos que codifican las proteínas de fusión se pueden expresar en una 
variedad de células huésped, incluyendo E. coli, otros huéspedes bacterianos, levadura y diversas células eucariotas 
superiores tales como las líneas de células COS, CHO y HeLa y las líneas celulares de mieloma. Por lo general, el 
gen de la proteína recombinante está unido operativamente a secuencias de control de la expresión apropiadas para 
cada huésped. Para E. coli, este incluye un promotor tal como T7, trp o promotores λ, un sitio de unión al ribosoma y 60
preferentemente una señal de terminación de la transcripción. Para las células eucariotas, las secuencias de control 
incluirán un promotor y preferentemente un potenciador derivado de genes de inmunoglobulina, SV40, 
citomegalovirus, etc., y una secuencia de poliadenilación, y pueden incluir secuencias donantes y aceptoras de 
cortes y empalmes.

65
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[0084] Los plásmidos se pueden transferir a la célula huésped seleccionada mediante métodos bien conocidos 
tales como transformación con cloruro de calcio para E. coli y tratamiento con fosfato cálcico o electroporación para 
células de mamífero. Las células transformadas por los plásmidos se pueden seleccionar por la resistencia a los 
antibióticos conferida por genes contenidos en los plásmidos tales como los genes amp, gpt, neo y hyg.

5
[0085] Una vez expresadas, las proteínas de fusión recombinantes se pueden purificar de acuerdo con 
procedimientos convencionales de la técnica, incluyendo la precipitación con sulfato de amonio, columnas de 
afinidad, cromatografía en columna, electroforesis en gel y similares (véase, en general, R. Scopes (1982) “Protein 
Purification”, Springer-Verlag, N. Y.: Deutscher (1990) “Methods in Enzymology” Vol. 182: “Guide to Protein 
Purification”, Academic Press, Inc. N. Y., y similares). Se prefieren composiciones sustancialmente puras del al 10
menos aproximadamente 90 al 95 % de homogeneidad, siendo la más preferida para los usos farmacéuticos, la 
homogeneidad del 98 al 99 % o superior. Una vez purificados, parcialmente o hasta la homogeneidad deseada, los 
polipéptidos se pueden usar entonces terapéuticamente.

[0086] El experto en la materia reconocería que, tras la síntesis química, la expresión biológica o la purificación, la 15
proteína de fusión (por ejemplo, anti-CD20-IFN-α, etc.) puede poseer una configuración sustancialmente diferente a 
las configuraciones nativas de los polipéptidos constituyentes. En este caso, puede ser necesario desnaturalizar y 
reducir el polipéptido, y después hacer que el polipéptido se vuelva a plegar en la configuración preferida. Los 
métodos de reducción y desnaturalización de proteínas, y de inducción del replegamiento son bien conocidos por los 
expertos en la materia (véase, por ejemplo, Debinski et al. (1993) J. Biol Chem., 268: 14065-14070; Kreitman y 20
Pastan (1993) Bioconjug. Chem., 4: 581-585; y Buchner, et al. (1992) Anal Biochem., 205: 263-270). Debinski et al., 
por ejemplo, describen la desnaturalización y reducción de proteínas de cuerpos de inclusión en guanidina-DTE. La 
proteína se repliega entonces en un tampón rédox que contiene glutatión oxidado y L-arginina.

[0087] Se puede usar un sistema de expresión transitoria para expresar las construcciones quiméricas descritas en 25
el presente documento. Aunque se pueden usar muchas líneas celulares, una línea celular que funciona bien para la 
expresión transitoria es 293T. Para la expresión transitoria de 293T en el Día 0, se siembran 9 millones de células en 
25 ml por cada placa de cultivo de tejido de 150 mm. Se prepara 1 mg/ml de PEI (polietilenimina) usando agua 
estéril. Para la expresión de un anticuerpo completo o proteína fusión de anticuerpo, se usan 25 μg de H y 25 μg de 
L (50 μg en total) por placa. Se usa un volumen de 5 ml para la transfección de cada placa de 150 mm. Se mezcla el 30
ADN con DMEM, se añade entonces la PEI y se incuba la mezcla a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se 
usan 1,75 μg de PEI por cada μg de ADN. Para la transfección, se retira el medio usado, se desecha y se reemplaza 
por 20 ml de medio nuevo (Iscoves + suero de ternera al 5 %). Se añade la mezcla de transfección y se hace girar la 
placa. En el Día 2, se sustituye el medio con 30 ml de medio Iscoves que contiene FBS al 1 % (suero fetal bovino) 
para reducir al mínimo la cantidad de Ig bovina presente. Se recogen los sobrenadantes de las células en los días 35
4,6 y 13, eliminando el medio y reemplazándolo por 30 ml de Iscover nuevo que contiene FBS al 1 %.

[0088] En el Ejemplo de referencia del presente documento, se ilustra la clonación y expresión de una proteína de 
fusión IFN-α anti-HER2/neu, mientras que, en el Ejemplo, se muestra la clonación y expresión de una proteína de 
fusión anti-CD20-IFN-α.40

[0089] Un experto reconocería que estos métodos de expresión son ilustrativos y no limitantes. Se pueden hacer 
modificaciones en las proteínas de fusión descritas en el presente documento sin disminuir su actividad/eficacia. 
Algunas modificaciones se pueden hacer para facilitar la clonación, la expresión o la incorporación de la molécula de 
dirección en una proteína de fusión. Dichas modificaciones son bien conocidas por los expertos en la materia, e 45
incluyen, por ejemplo, una metionina añadida en el extremo amino para proporcionar un sitio de iniciación, o 
aminoácidos adicionales colocados en cualquier extremo para crear sitios de restricción o codones de terminación 
convenientemente situados.

[0090] Se pueden realizar otras modificaciones para aumentar la semivida y/o biodisponibilidad en suero. Dichas 50
modificaciones incluyen, pero sin limitación, la incorporación de aminoácidos D (especialmente en el enlazador), el 
uso de aminoácidos no naturales, la pegilación de la proteína de fusión, y similares.

D. Otros restos de dirección multivalentes
55

[0091] La presente divulgación contempla el uso de restos de dirección multivalentes, preferentemente trivalentes, 
tetravalentes, pentavalentes o superiores (por ejemplo, anticuerpos anti-CD20, etc.) para dirigir el interferón a una 
célula diana.

[0092] En ciertas realizaciones, se puede usar la presentación en fagos, la presentación en levaduras, la 60
presentación bacteriana u otros sistemas de presentación para expresar y mostrar múltiples copias (por ejemplo, al 
menos 3, al menos 4, al menos 5, al menos 6 copias, etc.) de un anticuerpo de dirección (por ejemplo, anti-CD20, 
etc.) y proporcionar eficazmente, de ese modo, un resto de dirección multivalente.
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II. Usos combinados

[0093] Las construcciones quiméricas de la presente invención son útiles para inhibir el crecimiento y/o la 
proliferación de las células diana (por ejemplo, células cancerosas). En diversas realizaciones, los restos quiméricos 
se pueden usar para inhibir la progresión de la enfermedad, para reducir el tamaño del tumor y/o para estabilizar la 5
regresión/remisión.

[0094] Particularmente en el tratamiento del cáncer, las composiciones y los métodos de la invención también 
pueden incluir agentes terapéuticos y/o farmacológicamente aceptables adicionales. Por ejemplo, las composiciones 
o los métodos pueden incluir otros agentes para el tratamiento del cáncer. Dichos agentes incluyen, pero sin 10
limitación, agentes alquilantes (por ejemplo, mecloretamina (Mustargen), ciclofosfamida (Cytoxan, Neosar), 
ifosfamida (Ifex), mostaza de fenilalanina; melfalén (Alkeran), chlorambucol (Leukeran), mostaza de uracilo, 
estramustina (Emcyt), tiotepa (Thioplex), busulfán (Myerlan), lomustina (CeeNU), carmustina (BiCNU, BCNU), 
estreptozocina (Zanosar), dacarbazina (DTIC-Dome), cis-platino, cisplatino (Platinol, Platinol AQ), carboplatino 
(Paraplatin), altretamina (Hexalen), etc.); antimetabolitos (por ejemplo, metotrexato (Amethopterin, Folex, Mexate, 15
Rheumatrex), 5-fluorouracilo (Adrucil, Efudex, Fluoroplex), floxuridina, 5-fluorodesoxiuridina (FUDR), capecitabina 
(Xeloda), fludarabina: (Fludara), arabinósido de citosina (Cytaribine, Cytosar, ARA-C), 6-mercaptopurina (Purinethol), 
6-tioguanina (Thioguanina), gemcitabina (Gemzar), cladribina (Leustatin), desoxicoformicina; pentostatina (Nipent), 
etc.); antibióticos (por ejemplo, doxorubicina (Adriamycin, Rubex, Doxil, preparación liposomal Daunoxome), 
daunorubicina (Daunomycin, Cerubidine), idarubicina (Idamycin), valrubicina (Valstar), mitoxantrona (Novantrone), 20
dactinomicina (Actinomycin D, Cosmegen), mitramicina, plicamicina (Mithracin), mitomicina C (Mutamycin), 
bleomicina (Blenoxane), procarbazina (Matulane), etc.); inhibidores de la mitosis (egpaclitaxel (Taxol), docetaxel 
(Taxotere), sulfato de vinblatina (Velban, Velsar, VLB), sulfato de vincristina (Oncovin, Vincasar PFS, Vincrex), 
sulfato de vinorelbina (Navelbine), etc.); inhibidores de la función de la cromatina (por ejemplo, topotecán 
(Camptosar), irinotecán (Hycamtin), etopósido (VP-16, VePesid, Toposar), tenipósido (VM-26, Vumon), etc.); 25
hormonas e inhibidores hormonales (por ejemplo, dietilestilbestrol (Stilbesterol, Stilphostrol), estradiol, estrógeno, 
estrógenos esterificados (Estratab, Menest), estramustina (Emcyt), tamoxifeno (Nolvadex), toremifeno (Fareston) 
anastrozol (Arimidex), letrozol (Femara), 17-OH-progesterona, medroxiprogesterona, acetato de megestrol 
(Megace), goserelina (Zoladex), leuprolida (Leupron), testosteraona, metiltestosterona, fluoxmesterona (Android-F, 
Halotestin), flutamida (Eulexin), bicalutamida (Casodex), nilutamida (Nilandron), etc.); inhibidores de la síntesis (por 30
ejemplo, aminoglutetimida (Cytadren), ketoconazol (Nizoral), etc.); inmunomoduladores (por ejemplo, rituximab 
(Rituxan), trastuzumab (Herceptin), denileucina diftitox (Ontak), levamisol (Ergamisol), bacilo de Calmette-Guerin, 
BCG (TheraCys, TICE BCG), interferón α-2a, α-2b (Roferon-A, Intron A), interleucina-2, aldesleucina (Proleukin), 
etc.) y otros agentes tales como 1-aspariginasa (Elspar, Kidrolase) , pegaspasgasa (Oncaspar), hidroxiurea (Hydrea, 
Doxia), leucovorina (Wellcovorin), mitotano (Lysodren), porfímero (Photofrin), tretinoína (Veasnoid), y similares.35

III. Composiciones farmacéuticas

[0095] Se pueden usar uno o más agentes activos (construcciones quiméricas) para su administración, por 
ejemplo, a un individuo diagnosticado con un cáncer. El/los agente/s activo/s se puede/n administrar en la forma 40
"nativa" o, si se desea, en forma de sales, ésteres, amidas, profármacos, derivados, y similares, siempre que la sal, 
el éster, la amida, el profármaco o el derivado sea farmacológicamente adecuado, es decir, eficaz en el presente 
método. Las sales, los ésteres, las amidas, los profármacos y otros derivados de los agentes activos se pueden 
preparar usando procedimientos convencionales conocidos por los expertos en la materia de la química orgánica 
sintética y descritos, por ejemplo, por March (1992) “Advanced Organic Chemistry; Reactions, Mechanisms and 45
Structure”, IV Ed. N. Y. Wiley-Interscience.

[0096] Por ejemplo, se preparan sales de adición de ácido a partir de la base libre usando la metodología 
convencional, que normalmente implica la reacción con un ácido adecuado. En general, se disuelve la forma de 
base del fármaco en un disolvente orgánico polar tal como metanol o etanol, y se añade el ácido al mismo. La sal 50
resultante bien precipita o se puede sacar de la solución mediante la adición de un disolvente menos polar. Los 
ácidos adecuados para la preparación de sales de adición de ácido incluyen tanto ácidos orgánicos, por ejemplo, 
ácido acético, ácido propiónico, ácido glicólico, ácido pirúvico, ácido oxálico, ácido málico, ácido malónico, ácido 
succínico, ácido maleico, ácido fumárico, ácido tartárico, ácido cítrico, ácido benzoico, ácido cinámico, ácido 
mandélico, ácido metanosulfónico, ácido etanosulfónico, ácido p-toluenosulfónico, ácido salicílico, y similares, así55
como ácidos inorgánicos, por ejemplo, ácido clorhídrico, ácido bromhídrico, ácido sulfúrico, ácido nítrico, ácido 
fosfórico, y similares. Una sal de adición de ácido se puede reconvertir en la base libre mediante el tratamiento con 
una base adecuada. Las sales de adición de ácido particularmente preferidas de los agentes activos del presente 
documento son sales de haluro, tales como las que se pueden preparar usando ácidos clorhídrico o bromhídrico. Por 
el contrario, la preparación de sales básicas de los agentes activos de la presente invención se preparan de una 60
manera similar usando una base farmacéuticamente aceptable tal como hidróxido de sodio, hidróxido de potasio, 
hidróxido de amonio, hidróxido de calcio, trimetilamina, o similares. Las sales básicas particularmente preferidas 
incluyen sales de metales alcalinos, por ejemplo, la sal de sodio y las sales de cobre.
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[0097] La preparación de ésteres normalmente implica la funcionalización de grupos hidroxilo y/o carboxilo que 
pueden estar presentes dentro de la estructura molecular del fármaco. Por lo general, los ésteres son derivados de 
grupos alcohol libres sustituidos con acilo, es decir, restos que se obtienen de ácidos carboxílicos de fórmula 
RCOOH, donde R es alquilo, y preferentemente es alquilo inferior. Los ésteres se pueden reconvertir en los ácidos 
libres, si se desea, mediante el uso de procedimientos de hidrogenólisis o hidrólisis convencionales.5

[0098] También se pueden preparar amidas y profármacos usando técnicas conocidas para los expertos en la 
materia o descritas en la literatura pertinente. Por ejemplo, se pueden preparar amidas a partir de ésteres, usando 
reactivos de amina adecuados, o se pueden preparar a partir de un anhídrido o un cloruro de ácido mediante la 
reacción con amoniaco o una amina de alquilo inferior. Normalmente, los profármacos se preparan mediante la 10
unión covalente de un resto que produce un compuesto que es terapéuticamente inactivo hasta que es modificado 
por el sistema metabólico de un individuo.

[0099] Los agentes activos identificados en el presente documento son útiles para la administración parenteral, 
tópica, oral, nasal (o inhalados de otra manera), rectal o local, tal como por aerosol o por vía transdérmica, para el 15
tratamiento profiláctico y/o terapéutico de una o más de las patologías/indicaciones descritas en el presente 
documento (por ejemplo, aterosclerosis y/o los síntomas de la misma). Las composiciones farmacéuticas se pueden 
administrar en una variedad de formas de dosificación unitaria dependiendo del método de administración. Las 
formas de dosificación unitaria adecuadas incluyen, pero sin limitación, polvos, comprimidos, píldoras, cápsulas, 
pastillas, supositorios, parches, aerosoles nasales, inyectables, formulaciones de liberación sostenida implantables, 20
complejos de lípidos, etc.

[0100] Por lo general, los agentes activos de la presente invención se combinan con un vehículo (excipiente) 
farmacéuticamente aceptable para formar una composición farmacológica. Los vehículos farmacéuticamente 
aceptables pueden contener uno o más compuestos fisiológicamente aceptables que actúan, por ejemplo, para 25
estabilizar la composición o para aumentar o reducir la absorción del/de los agente/s activo/s. Los compuestos 
fisiológicamente aceptables pueden incluir, por ejemplo, hidratos de carbono tales como glucosa, sacarosa o 
dextranos; antioxidantes, tales como ácido ascórbico o glutatión; agentes quelantes, proteínas de bajo peso 
molecular, potenciadores de la protección y las captación tales como lípidos, composiciones que reducen el 
aclaramiento o la hidrólisis de los agentes activos, o excipientes u otros estabilizantes y/o tampones.30

[0101] Otros compuestos fisiológicamente aceptables incluyen agentes humectantes, agentes emulsionantes, 
agentes o conservantes dispersantes que son particularmente útiles para prevenir el crecimiento o la acción de 
microorganismos. Se conocen bien diversos conservantes, e incluyen, por ejemplo, fenol y ácido ascórbico. Un 
experto en la materia apreciaría que la elección del/de los vehículo/s farmacéuticamente aceptable/s, incluyendo un 35
compuesto fisiológicamente aceptable depende, por ejemplo, de la vía de administración del/de los agente/s activo/s 
y de las características fisicoquímicas particulares del/de los agente/s activo/s. 

[0102] Los excipientes son preferentemente estériles y, en general, están exentos de materia no deseada. Estas 
composiciones se pueden esterilizar mediante técnicas de esterilización convencionales bien conocidas.40

[0103] En aplicaciones terapéuticas, las composiciones descritas en el presente documento se pueden usar para 
administrarlas a un paciente que padezca, por ejemplo, un cáncer, o que se encuentre en riesgo de padecer cáncer 
(por ejemplo, tras la extirpación quirúrgica de un tumor primario) en una cantidad suficiente para prevenir y/o curar 
y/o prevenir o detener al menos parcialmente la enfermedad y/o sus complicaciones. Una cantidad adecuada para 45
lograr esto se define como una "dosis terapéuticamente eficaz". Las cantidades eficaces para este uso dependerán 
de la gravedad de la enfermedad y del estado general de salud del paciente. Las administraciones únicas o múltiples 
de las composiciones se pueden administrar dependiendo de la dosis y de la frecuencia según sea necesario y sean 
toleradas por el paciente. En cualquier caso, la composición debería proporcionar una cantidad suficiente de los 
agentes activos de las formulaciones de la presente invención para tratar eficazmente (mejorar uno o más síntomas) 50
del paciente.

[0104] La concentración del/de los agente/s activo/s puede variar ampliamente, y se seleccionará principalmente 
basándose en volúmenes de fluido, viscosidades, peso corporal y similares de acuerdo con el modo particular de 
administración seleccionado y las necesidades del paciente. Sin embargo, normalmente, las concentraciones se 55
seleccionan para proporcionar dosis que varían de aproximadamente 0,1 o 1 mg/kg/día a aproximadamente 
50 mg/kg/día y, a veces superiores. Las dosis típicas varían de aproximadamente 3 mg/kg/día a aproximadamente 
3,5 mg/kg/día, preferentemente de aproximadamente 3,5 mg/kg/día a aproximadamente 7,2 mg/kg/día, más 
preferentemente de aproximadamente 7,2 mg/kg/día a aproximadamente 11,0 mg/kg/día, y lo más preferentemente 
de aproximadamente 11,0 mg/kg/día a aproximadamente 15,0 mg/kg/día. En ciertas realizaciones preferidas, las 60
dosis varían de aproximadamente 10 mg/kg/día a aproximadamente 50 mg/kg/día. En ciertas realizaciones, las dosis 
varían de aproximadamente 20 mg a aproximadamente 50 mg administrados por vía oral dos veces al día. Se 
apreciará que es posible variar dichas dosis para optimizar un régimen terapéutico en un determinado sujeto o grupo 
de sujetos.
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[0105] Los agentes activos se pueden administrar por vía oral (por ejemplo, mediante un comprimido) o como un 
inyectable de acuerdo con métodos convencionales bien conocidos por los expertos en la materia. Los péptidos 
también se pueden administrar a través de la piel usando sistemas convencionales de administración transdérmica 
de fármacos, es decir, "parches" transdérmicos, en los que normalmente el/los agente/s activo/s está/n contenido/s 
dentro de una estructura laminada que sirve como dispositivo de administración de fármacos para fijarse a la piel. En 5
dicha estructura, la composición farmacológica normalmente está contenida en una capa, o "depósito", subyacente a 
una capa de soporte superior. Se apreciará que el término "depósito", en el presente contexto, se refiere a una 
cantidad de "ingrediente/s activo/s" que, en última instancia, queda disponible para la administración en la superficie 
de la piel. Así pues, por ejemplo, el "depósito" puede incluir el/los ingrediente/s activo/s en un adhesivo sobre una 
capa de soporte del parche, o en cualquiera de una variedad de diferentes formulaciones de matriz conocidas por 10
los expertos en la materia. El parche puede contener un solo depósito o puede contener múltiples depósitos.

[0106] El depósito puede comprender una matriz polimérica de un material adhesivo de contacto 
farmacéuticamente aceptable que sirva para fijar el sistema a la piel durante la administración del fármaco. Los 
ejemplos de materiales adhesivos de contacto con la piel adecuados incluyen, pero sin limitación, polietilenos, 15
polisiloxanos, poliisobutilenos, poliacrilatos, poliuretanos, y similares. Como alternativa, el depósito que contiene el 
fármaco y el adhesivo de contacto con la piel están presentes como capas separadas y distintas, con el adhesivo 
subyacente al depósito que, en este caso, puede ser tanto una matriz polimérica como se ha descrito anteriormente, 
o puede ser un depósito de líquido o hidrogel, o puede tener alguna otra forma. La capa de soporte de estos 
laminados que sirve como superficie superior del dispositivo funciona preferentemente como un elemento estructural 20
primario del "parche", y proporciona al dispositivo gran parte de su flexibilidad. El material seleccionado para la capa 
de soporte es preferentemente sustancialmente impermeable al/a los agente/s activo/s y cualquier otro material que 
esté presente.

[0107] Es posible mantener la semivida en suero elevada mediante el uso de sistemas de "envase" de proteínas 25
de liberación sostenida. Dichos sistemas de liberación sostenida son bien conocidos para los expertos en la materia. 
En una realización preferida, el sistema de administración de microesfera biodegradable ProLease™ para proteínas 
y péptidos (véase, por ejemplo, Tracy (1998) Biotechnol. Prog. 14: 108; Johnson et al. (1996), Nature Med. 2: 795; 
Herbert et al. (1998), Pharmaceut. Res. 15, 357), un polvo seco compuesto de microesferas poliméricas 
biodegradables que contienen el agente activo en una matriz polimérica que se puede componer de una formulación 30
seca con o sin otros agentes.

[0108] El proceso de fabricación de microesferas ProLease™ se diseñó específicamente para lograr una alta 
eficiencia de encapsulación, a la vez que se mantenía la integridad del agente activo. El proceso consiste en (i) la 
preparación de partículas de fármaco liofilizadas a granel mediante liofilización por pulverización de la solución de 35
fármaco con excipientes estabilizantes, (ii) la preparación de una suspensión de fármaco-polímero seguida del 
tratamiento con ultrasonidos o la homogeneización para reducir el tamaño de partícula del fármaco, (iii) la 
producción de microesferas de fármaco-polímero congeladas por atomización en nitrógeno líquido, (iv) la extracción
del disolvente del polímero con etanol, y (v) la filtración y el secado al vacío, generando el producto final de polvo 
seco. El polvo resultante contiene la forma sólida de los agentes activos, que se dispersa homogénea y rígidamente 40
dentro de partículas de polímero porosas. El polímero más comúnmente usado en el proceso, el poli(láctido-co-
glicólido) (PLG), es tanto biocompatible como biodegradable.

[0109] La encapsulación se puede realizar a bajas temperaturas (por ejemplo, -40 ºC). Durante la encapsulación, 
la proteína se mantiene en estado sólido en ausencia de agua, minimizando así la movilidad conformacional de la 45
proteína inducida por el agua, evitando las reacciones de degradación de las proteínas que incluyen agua como 
reactivo y evitando las superficies de contacto orgánicas acuosas, donde las proteínas se pueden desnaturalizar. Un 
proceso preferido usa disolventes en los que la mayoría de las proteínas son insolubles, produciendo de este modo 
altas eficiencias de encapsulación (por ejemplo, superiores al 95 %).

50
[0110] En otra realización, se pueden proporcionar uno o más componentes de la solución como un 
"concentrado", por ejemplo, en un recipiente de almacenamiento (por ejemplo, en un volumen previamente medido) 
listo para la dilución o en una cápsula soluble lista para la adición a un volumen de agua.

[0111] Las formulaciones y los métodos de administración anteriores pretenden ser ilustrativos y no limitantes. Se 55
apreciará que, usando la enseñanza proporcionada en el presente documento, se pueden idear fácilmente otras 
formulaciones y otros modos de administración adecuados.

IV. Kits
60

[0112] También se desvelan kits para su uso en el tratamiento de un cáncer primario y/o en una terapia adjunta. 
Por lo general, los kits comprenden un recipiente que contiene una construcción quimérica de la presente invención. 
La construcción quimérica puede estar presente en un excipiente farmacológicamente aceptable.
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[0113] Además, los kits pueden incluir opcionalmente instrucciones que desvelen el medio de uso de la 
construcción quimérica (por ejemplo, para tratar un cáncer y/o como un agente terapéutico adjunto). Opcionalmente, 
las instrucciones también pueden enseñar las dosis preferidas, las contraindicaciones, y similares.

[0114] Los kits también pueden incluir componentes adicionales para facilitar la aplicación particular para la que el 5
kit está diseñado y, por lo tanto, comprender además, por ejemplo, medios para la desinfección de una herida, para 
reducir el dolor, para la fijación de un apósito, y similares.

[0115] Aunque, por lo general, las instrucciones comprenden materiales escritos o impresos, estas no se limitan a 
los mismos. En la presente invención, se contempla cualquier medio capaz de almacenar dichas instrucciones y 10
comunicarlas a un usuario final. DICHOS medios incluyen, pero sin limitación, medios electrónicos de 
almacenamiento (por ejemplo, discos magnéticos, cintas, cartuchos, chips), medios ópticos (por ejemplo, CD-ROM), 
y similares. Dichos medios pueden incluir direcciones de sitios de Internet que proporcionen dichas instrucciones.

Ejemplos15

[0116] Los siguientes ejemplos se ofrecen para ilustrar, pero no para limitar la invención reivindicada.

Ejemplo de referencia
20

La proteína de fusión de IgG3 anti-HER2/neu e IFN-α demuestra potentes actividades apoptóticas y 
antitumorales contra el linfoma de linfocitos B

[0117] En el presente estudio, se ha construido una proteína de fusión que consiste en IgG3 anti-HER2/neu con la 
región variable de C6MH3-B1 (20) e IFN-α, y se ha investigado su efecto sobre un linfoma de linfocitos B murino, 25
38C13, que expresaba HER2/neu humano (38C13/HER2). Se eligió evaluar IFN-α dirigido hacia un tumor en este 
modelo debido a la capacidad de respuesta de este linfoma de linfocitos B hacia IFN-α (21). La fusión de IFN-α con 
un anticuerpo aumentó significativamente su semivida in vivo. Se encontró que IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α resultó 
ser eficaz en la inhibición del crecimiento in vivo de tumores 38C13/HER2 tanto pequeños como establecidos sin la 
observación de signos de toxicidad sistémica a dosis eficaces. IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α inhibió el crecimiento de e 30
indujo la apoptosis en células 38C13/HER2. Estos resultados indican que la fusión de IFN-α con un anticuerpo 
específico del tumor produce un agente eficaz para el tratamiento del linfoma de linfocitos B.

Materiales y métodos
35

Líneas celulares y condiciones de cultivo

[0118] 38C13 es un linfoma de linfocitos B murino altamente maligno derivado de ratones C3H/HeN. Ya se han 
descrito con anterioridad la construcción y la caracterización de 38C13 que expresa HER2/neu humano 
(38C13/HER2) (6). Se cultivaron tanto 38C13 como 38C13/HER2 en IMDM (Irvine Scientific) suplementado con L-40
glutamina 2 mM, 10 U/ml de penicilina, 10 μg/ml de estreptomicina (GPS; Sigma-Aldrich) y suero de ternera al 10 % 
(Atlanta Biologicals). Se cultivaron el mieloma murino P3X63Ag8.653 (Colección americana de cultivos tipo) y sus 
derivados que expresaban IgG3 anti-HER2-IFN-α o IgG3-IFN-α en IMDM suplementado con suero de ternera al 
10 % y GPS. Se cultivaron fibroblastos L929 (Colección americana de cultivos tipo) en IMDM con suero de ternera al 
5 % y GPS. Ya se han descrito con anterioridad la construcción y la caracterización de CT26/HER2, una línea celular 45
de adenocarcinoma de colon murino que sobreexpresa HER2/neu humano (6). Se cultivó CT26/HER2 en IMDM con 
suero de ternera al 5 % y GPS.

Construcción de plásmidos
50

[0119] Se insertaron las regiones variables de cadena H y L de C6MH3-B1, un scFv anti-HER2/neu humano en los 
vectores de expresión de cadena H de γ3 humano (pAH4802) y de cadena L de κ (pAG4622), respectivamente (22), 
y se usaron para producir IgG3 quimérica de esta especificidad. Para construir la proteína de fusión IgG3 anti-
HER2/neu humano (C6MH3-B1)-IFN-α, primero se usó la PCR para introducir un sitio de enzima de restricción 
BamH1 corriente arriba y un sitio de enzima de restricción XbaI corriente abajo del gen de IFN-α murino maduro 55
amplificado por PCR a partir de ADN genómico de ratones BALB/c con el cebador directo 5'-CGC GGA TCC TGT 
GAC CTG CCT CAG ACT C-3 (SEC ID Nº: 55) y el cebador inverso 5'-GCT CTA GAT CAT TTC TCT TCT CTC AGT 
CTT C-3 (SEC ID Nº: 56). Se ligó el producto de PCR final en un vector TA. Se digirió el vector resultante, tras la 
secuenciación, con BamH1 y XbaI para liberar el fragmento de ADN que se insertó en el vector pAH9612 que 
contenía la región constante de IgG3 con la región variable de la cadena H de C6MH3-B1 y un enlazador peptídico 60
GGGGSGGGGSGGGGS (SEC ID Nº: 57) en el extremo de CH3. El producto de PCR final, pAH9616, contenía IgG3 
anti-HER2/neu seguido de un enlazador peptídico GGGGSGGGGSGGGGS (SEC ID Nº: 57) e IFN-α murino.
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Producción y purificación de proteínas recombinantes

[0120] Se transfectó el plásmido que codificaba la cadena H de IgG3 con la región variable de C6MH3-B1 
fusionada a IFN-α en células P3X63Ag8.653 que expresaban la cadena L con la región variable de C6MH3-B1 (23) 
para producir IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α o de la cadena L inespecífica (4D5; Genentech) (6) para producir IgG3-IFN-5
α por electroporación con un pulso de 960 μFd de capacitancia y 0,2 V. Se seleccionaron las transfecciones que 
produjeron IgG3 anti-HER2/neu (C6MH3-B1), IgG3 anti-HER2/neu (C6MH3-B1)-IFN-α o IgG3-IFN-α, y se 
caracterizaron como se ha descrito previamente (6). Se purificó IgG3 anti-HER2/neu (C6MH3-B1) de sobrenadantes 
de cultivo usando la proteína G inmovilizada sobre un flujo rápido de sefarosa 4B (Sigma-Aldrich), y se purificaron 
IgG3 anti-HER2/neu (C6MH3-B1)-IFN-α e IgG3-IFN-α de sobrenadantes de cultivo usando la proteína A inmovilizada 10
sobre flujo rápido de sefarosa 4B (Sigma-Aldrich). Se evaluaron la pureza y la integridad mediante tinción con azul 
de Coomassie de las proteínas separadas por SDS-PAGE. Se usó el patrón de referencia internacional para IFN-α 
de ratón proporcionado por los Institutos Nacionales de Salud para determinar la actividad del IFN de las proteínas 
de fusión. Se obtuvo rIFN-α de PBL Biomedical Laboratories.

15
Análisis de FPLC de la proteína de fusión IgG3-IFN-α

[0121] Para determinar si existe la proteína de fusión como monómero y/o polímeros en solución, se analizaron 
100 μg de IgG3-IFN-α mezclados con 400 μg de OVA para proporcionar un control interno mediante filtración en gel 
en una columna Superose 6 de 30 x 1,5 cm unida en una cromatografía líquida rápida de proteínas (FPLC) usando 20
PBS y un caudal de 0,5 ml/min. Se usaron la filtración en gel en la misma columna de IgA2m que existe 
predominantemente como anticuerpo dimérico con una masa molecular de 350 kDa y una mezcla de IgG Miles de 
masa molecular de 150 kDa y OVA de masa molecular de 45 kDa para proporcionar patrones de masa molecular.

Análisis de citometría de flujo de la actividad de unión de HER2/neu25

[0122] Para detectar la reactividad de diversas proteínas de fusión anti-HER2/neu con células CT26/HER2, se 
incubaron 1 x 106 células a 4 ºC durante 1 h con 10 pM de la proteína de fusión. Para algunos experimentos, las 
proteínas de fusión se preincubaron con 900 U de heparina a 4 ºC durante 17 h antes de la incubación con células 
CT26/HER2. A continuación, se hicieron reaccionar las células con IgG anti-humana de rata biotinilada (BD 30
Biosciences) diluida 1/100. Se detectaron los anticuerpos biotinilados unidos con estreptavidina marcada con PE 
(BD Biosciences) diluida 1/1500 y se analizaron las células por citometría de flujo usando un FACScan (BD 
Biosciences).

Actividad antiviral de IFN-α35

[0123] Se usó la línea celular de fibroblastos L-929 sensible a la infección por el virus de la estomatitis vesicular 
(VSV) para cuantificar la actividad biológica de IFN-α. Se sembraron células L-929 en una placa de cultivo tisular de 
96 pocillos (Falcon; BD Biosciences) a una densidad de 4 x 104 células/pocillo y se incubaron durante la noche a 37 
ºC en una atmósfera de CO2 al 5 %. Tras ello, se añadieron diluciones en serie de diferentes proteínas de fusión 40
IFN-α o patrón de IFN-α (patrón de referencia internacional de IFN-α de ratón Institutos Nacionales de Salud, 
Bethesda, MD) y se incubó la placa a 37 ºC durante 24 h. A continuación, se añadieron cuatro mil PFU de VSV a 
cada pocillo y se incubaron a 37 ºC durante otras 48 h. Se tiñeron las células adherentes supervivientes con 50 μl de 
cristal violeta (0,05 % en etanol al 20 %) durante 10 min. Se lavaron las placas con agua y se disolvió el colorante 
restante mediante la adición de 100 μl de metanol al 100 %. Las placas se leyeron usando un lector de ELISA a 595 45
nm.

Ensayo del efecto antiproliferativo de IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α

[0124] En resumen, se sembraron células 38C13 o 38C13/HER2 en una placa de cultivo tisular de 96 pocillos a 50
una densidad de 1,25 x 10

4
/pocillo y se añadieron diluciones en serie de diferentes proteínas de fusión. A 

continuación, se incubaron las placas durante 48 h a 37 ºC en una atmósfera de CO2 al 5 %. Se desarrollaron las 
placas mediante la adición de 20 μl de solución de MTS (Promega) y se analizaron a 490 nm usando un lector de 
ELISA. Se calculó la  inhibición de la proliferación (porcentaje) como:

55
100 x [(DOexp - DOblanco)/(DOmedio - DOblanco)] x 100.

Ensayo de apoptosis

[0125] En resumen, se trataron 1 x 10
6

células con diferentes proteínas de fusión durante 72 h. Después, se 60
lavaron las células con PBS enfriado con hielo. Se realizó el ensayo de anexina V/yoduro de propidio (PI) siguiendo 
los procedimientos sugeridos por el fabricante usando el Kit de ensayo de apoptosis 2 Vybrant (Molecular Probes).
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Proliferación de células tumorales 38C13/HER2 marcadas con CFSE

[0126] En resumen, se incubaron 1 x 106 células con CFSE 2,5 μM (Molecular Probes) durante 10 min a 37 ºC. 
Luego se trataron las células con 1 nM de diferentes proteínas de fusión durante 48 h y se analizaron por citometría 
de flujo siguiendo los procedimientos sugeridos por el fabricante usando el kit de proliferación celular con CFSE 5
CellTrace (Molecular Probes).

Ratones

[0127] Se usaron ratones C3H/HeN hembra de 6-8 semanas de vida obtenidas de Taconic Farms. Se alojaron los 10
animales en una instalación usando jaulas de policarbonato con autoclave que contenían camas de virutas. Los 
animales recibieron comida y agua a voluntad. Se proporcionó luz artificial en un ciclo de luz/oscuridad de 12/12 h. 
La temperatura de la instalación era de 20 ºC con 10-15 cambios de aire por hora.

Semivida15

[0128] Se yodaron rIFN-α (PBL Biomedical Laboratories), IgG3-IFN-α y IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α murinos hasta 
10 μCi/μg con 125I usando perlas de yodo (Pierce) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Los ratones recibieron 
por inyección i.p. 66 μCi de proteínas marcadas con 125I. A varios intervalos después de la inyección de rIFN-α, 
IgG3-IFN-α o IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α marcados con 125I, se midió la radiactividad residual usando un contador de 20
cuerpo entero para ratones (Wm. B. Johnson y Asociados).

Desafío tumoral y terapia con anticuerpos

[0129] Ratones C3H/HeN recibieron 1.000 células tumorales 38C13/HER2 s.c. El tratamiento se administró 25
mediante inyección intraperitoneal ya sea 1, 3 y 5 días o 12, 13 y 14 días después del desafío tumoral. Se midieron 
los tumores cada dos días, y el volumen del tumor se calculó aproximadamente (en milímetros cúbicos) usando la 
siguiente fórmula: [longitud (mm) x anchura (mm) x anchura (mm)]/2 (24). Los animales fueron observados hasta 
que la longitud del tumor s.c. hubo alcanzado 15 mm, o hasta que se observó que algún ratón sufría o parecía estar 
moribundo. Los animales en estas condiciones fueron sacrificados humanitariamente de acuerdo a la política 30
institucional.

Análisis de transferencia Western y Ac 

[0130] En resumen, se trataron las células 38C13/HER2 con diferentes proteínas de fusión durante los tiempos 35
indicados, se lavaron con PBS enfriado con hielo y se lisaron en hielo durante 10 min en tampón de lisis (Nonidet P-
40 al 0,125 %, Brij 97 al 0,875 %, Tris-HCl 10 mM (pH 7,5), EDTA 2 mM, NaCl 0,15 M, Na3VO4 0,4 mM, NaF 0,4 mM, 
PMSF 1 mM, leupeptina 2,5 μM y aprotinina 2,5 μM). Se aclararon los lisados celulares a 10.000 xg durante 10 min a 
4 ºC. A continuación, se hirvieron las muestras de proteína en tampón de muestra antes de la separación en geles 
de SDS-PAGE al 8 % y se transfirieron a membranas microporosas de fluoruro de polivinilideno (Millipore). Tras 40
bloquear con BSA al 3 % en NaCl 150 mM, Tris-HCl 50 mM (pH 7,6; TBS) durante 1 h a temperatura ambiente, se 
sondaron las transferencias con los anticuerpos primarios indicados durante la noche a 4 ºC. Entonces, se lavaron 
las transferencias tres veces a temperatura ambiente con Tween 20 al 0,05 % en TBS, se incubaron con los 
anticuerpos secundarios apropiados conjugados con HRP, y se detectaron mediante un sistema de detección ECL 
catalizado por peroxidasa (ECL; Pierce). El antiphosphoSTAT1 policlonal de conejo se obtuvo de Cell Signaling 45
Technology. La IgG anti-conejo de burro conjugada con HRP policlonal se obtuvo de Amersham Biosciences. El anti-
GAPDH de conejo policlonal se obtuvo de Abcam.

Análisis estadístico
50

[0131] Se realizaron análisis estadísticos usando la prueba t de Student de dos colas para estudios in vitro y 
análisis de rango largo (Mantel-Cox) para las curvas de supervivencia de los animales.

Resultados
55

Producción y caracterización de IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α

[0132] Ya se ha descrito con anterioridad (23) la construcción y expresión de IgG3 anti-HER2/neu con la región 
variable de C6MH3-B1 (20). Se fusionó el extremo amino-terminal de IFN-α murino maduro al extremo carboxi-
terminal de IgG3 anti-HER2/neu separada por un enlazador flexible [(Gly4)Ser]3 (SEC ID Nº: 31) (Fig. 2A). Se 60
construyó una proteína de fusión idéntica, IgG3-IFN-α, carente de especificidad hacia HER2/neu, mediante la 
sustitución de la cadena L de C6MH3-B1 con la cadena L de 4D5 (rhuMAb HER2, Herceptina; Genentech). Se 
analizaron las proteínas purificadas de los sobrenadantes de cultivo usando la proteína G mediante SDS-PAGE en 
condiciones reductoras y no reductoras (Fig. 2B). En ausencia de agentes reductores, IgG3 anti-HER2/neu (Fig. 2B, 
carril 1) migra con una masa molecular de 170 kDa, mientras que IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α (Fig. 2B, carril 2) y 65
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IgG3-IFN-α (Fig. 2B, carril 3) son de 210 kDa, el tamaño esperado para una IgG3 completa con dos moléculas de 
IFN-α murino unidas (Fig. 2A). Tras el tratamiento con el agente reductor, se observan cadenas L que migran con 
una masa molecular de 25 kDa para estas proteínas (Fig. 2B, carriles 4-6). Sin embargo, el anti-HER2/neu-IgG3 
tiene una cadena H con una masa molecular de 60 kDa (Fig. 2B, carril 4), mientras que IgG3-IFN-α (Fig. 2B, carril 5) 
y IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α (Fig. 2B, carril 6) tienen una cadena H con una masa molecular de 80 kDa como se 5
esperaba. La banda inferior 1 del carril 1 (Fig. 2B) es IgG bovina que también se une a la columna de la proteína G; 
también se observan las cadenas H y L bovinas en el carril 4 (Fig. 2B) y, en menor grado, en los carriles 5 y 6 (Fig. 
2B). El análisis FPLC mostró que existía la proteína de fusión IgG3-IFN-α como un monómero en solución (datos no 
mostrados).

10
Unión a Ag y actividad antiviral de IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α

[0133] Tanto IgG3 anti-HER2/neu como IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α se unieron a las células CT26/HER2, lo que 
expresa altos niveles de HER2/neu humano, mientras que IgG3-IFN-α se unió a CT26/HER2 débilmente (Fig. 2C). 
Se ha demostrado que muchas citocinas, incluyendo IL-1, IL-2, IL-6 (25) y IFN-α (26) interactúan con la heparina. 15
Para determinar si la interacción débil entre IgG3-IFN-α y CT26/HER2 se debe a la unión a la heparina, se incubaron 
las proteínas con heparina antes de la adición a CT26/HER2. La heparina inhibió la unión de IgG3-IFN-α a las 
células CT26/HER2, pero no inhibió la unión de IgG3 anti-HER2/neu ni de IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α (Fig. 2C).

[0134] Estos resultados demostraron que IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α retuvo su capacidad para unirse a Ag, y que 20
IgG3-IFN-α no reconoce a HER2/neu. Se usó la línea celular de fibroblastos L-929 sensible a la infección por VSV 
para cuantificar la actividad biológica de IFN-α de las proteínas de fusión en comparación con un patrón de IFN-α. 
Tanto IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α como IgG3-IFN-α mostraron 2.400 U de actividad de IFN-α/μg de actividad contra 
la citotoxicidad inducida por VSV en las células L-929, mientras que IgG3 anti-HER2/neu no mostró ninguna 
actividad antiviral (Fig. 2D).25

Actividad antitumoral in vivo de proteínas de fusión

[0135] Para determinar la actividad antitumoral in vivo de IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α, se inocularon ratones 
singénicos s.c. con 1 x 103 células tumorales 38C13/HER2 y se trataron en los días 1, 3 y 5 tras el desafío tumoral 30
mediante administración i.p. de diferentes dosis de proteína (Fig. 3A-3B). Los ratones tratados con 2,5 μg de IgG3-
IFN-α mostraron cierta regresión del crecimiento del tumor, con uno (13 %) de los ocho ratones vivos transcurridos 
50 días (Fig. 3A). Sin embargo, la dirección in vivo de IFN-α a los tumores usando un anticuerpo específico del tumor 
mejoró espectacularmente su efecto antitumoral. Todos los ratones tratados con 2,5 μg (Fig. 3A) de IgG3 anti-
HER2/neu-IFN-α se mantuvieron sin tumor 50 días después del desafío tumoral (p = 0,0048 en comparación con el 35
control de PBS), y ninguno de los ratones tratados mostró pruebas de toxicidad. Por lo tanto, la dirección de IFN-α a
la superficie de células tumorales produjo una actividad antitumoral significativa en comparación con el IFN-α ligado 
a un anticuerpo inespecífico (p = 0,007). El IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α siguió mostrando una potente actividad 
antitumoral cuando se usó una dosis inferior. Siete (88 %) de los ocho ratones tratados con 1 μg (Fig. 3B) de IgG3 
anti-HER2/neu-IFN-α se mantuvieron sin tumor tras 50 días. En marcado contraste, a esta dosis inferior, los ratones 40
tratados con IgG3-IFN-α mostraron el crecimiento del tumor similar a los ratones tratados con PBS (p = 0,183) y solo 
sobrevivieron uno (13 %) de los ocho ratones. Cuando se aumentó el tratamiento hasta tres dosis de 5 μg, tanto 
IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α como IgG3-IFN-α fueron eficaces en la prevención del crecimiento tumoral (datos no 
mostrados), lo que sin duda refleja el hecho de que las células 38C13 son sensibles al tratamiento con IFN-α (21, 27, 
28). El crecimiento del tumor en ratones tratados con 5 μg de anticuerpo IgG3 anti-HER2/neu resultó ser el mismo 45
que el control de PBS, lo que sugiere que el anticuerpo solo no tiene ningún efecto antitumoral in vivo (datos no 
mostrados). Estos resultados indicaron que la dirección de IFN-α a las células tumorales mediante un anticuerpo 
específico del tumor puede potenciar drásticamente su eficacia, lo que se observó más claramente cuando se 
administraron dosis bajas. Es importante destacar que esta actividad antitumoral se puede alcanzar sin ninguna 
toxicidad evidente.50

IFN-α fusionado con un anticuerpo produce una mejor actividad antitumoral en comparación con IFN-α libre

[0136] Como se ha descrito anteriormente, se encontró que IFN-α fusionado con un anticuerpo no específico del 
tumor presentó actividad antitumoral. Para comparar su actividad antitumoral con la de rIFN-α soluble, los ratones 55
fueron inoculados s.c. con 1 x 103 células tumorales 38C13/HER2 y se trataron 1 y 3 días después del desafío 
tumoral mediante la administración i.p. de 9.600 U (4 μg) de IgG3-IFN-α o 9.600 U de rIFN-α (Fig. 4A). Todos los 
ratones tratados con 9.600 U de IgG3-IFN-α mostraron un retraso del crecimiento tumoral y el 75 % de los ratones 
permanecieron sin tumor 50 días después del desafío tumoral (p = 0,027). Por el contrario, los ratones tratados con 
el mismo número de unidades de rIFN-α no fueron estadísticamente diferentes de los controles de PBS en su patrón 60
de crecimiento del tumor.

[0137] IFN-α tiene una semivida in vivo muy corta (29). En el estudio anterior, se ha demostrado que la fusión de 
los anticuerpos con citocinas aumenta su semivida (6). Se examinó el aclaramiento de rIFN-α, IgG3-IFN-α o IgG3 
anti-HER2/neu-IFN-α marcados con 125I en ratones C3H/HeN. Los ratones recibieron por inyección i.p. de 66 μCi de 65
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proteínas marcadas con 125I y se midió la radiactividad residual usando un contador de cuerpo entero para ratones. 
rIFN-α fue rápidamente aclarado con una eliminación del 50 % en ~ 2,5 h (Fig. 4B). Por el contrario, tanto IgG3 anti-
HER2/neu-IFN-α como IgG3-IFN-α mostraron un aumento significativo de la semivida in vivo, requiriéndose ~ 8 h 
para la eliminación del 50 % de la radiactividad inyectada. Este aumento de la semivida puede contribuir a la eficacia 
antitumoral de las proteínas de fusión de IFN-α. Por lo tanto, la fusión de un anticuerpo IgG3 con IFN-α puede 5
mejorar significativamente su actividad antitumoral in vivo. Sin embargo, esta actividad antitumoral se puede mejorar 
aún más mediante la dirección del IFN-α hacia el tumor, haciéndolo eficaz a dosis más bajas.

IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α inhibió la proliferación de células tumorales in vitro.
10

[0138] IFN-α tiene múltiples actividades, incluyendo la activación de la respuesta inmune y la citotoxicidad directa 
contra los tumores. Para investigar los posibles mecanismos de los efectos antitumorales observados usando IgG3 
anti-HER2/neu-IFN-α o IgG3-IFN-α, los ocho ratones que permanecieron sin tumor (véase la Fig. 3A) se expusieron 
a 1 x 103 células tumorales 38C13/HER2. Sorprendentemente, todos los ratones se parecían a los ratones no 
tratados, y desarrollaron rápidamente tumores voluminosos (datos no mostrados). Estos resultados implican que, en 15
estas condiciones experimentales de carga tumoral baja, las proteínas de fusión IFN-α no iniciaron una respuesta 
inmune adaptativa de protección, sino que, en cambio, la actividad antitumoral potente de las proteínas de fusión 
IFN-α está mediada bien por el sistema inmune innato o por un efecto citotóxico directo sobre las células tumorales.

[0139] Para determinar si las proteínas de fusión IFN-α son directamente citotóxicas para las células tumorales, se 20
incubaron células tumorales 38C13/HER2 o 38C13 parentales con diferentes proteínas durante 48 h y se midió la 
proliferación celular usando el ensayo de MTS. El tratamiento con IgG3 anti-HER2/neu no inhibió significativamente 
la proliferación de las células tumorales 38C13/HER2 ni 38C13 parentales (Fig. 5A y 5B). Aunque tanto IgG3 anti-
HER2/neu-IFN-α como IgG3-IFN-α inhibieron la proliferación de las células tumorales 38C13/HER2, IgG3 anti-
HER2/neu-IFN-α fue más eficaz que IgG3-IFN-α con valores de IP50 de 10 y 100 pM para IgG3 anti-HER2/neu-IFN-25
α e IgG3-IFN-α, respectivamente (Fig. 5A). Por el contrario, IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α e IgG3-IFN-α muestran 
actividad antiproliferativa similar contra las células tumorales 38C13 parentales. Estos resultados proporcionan 
pruebas de que las proteínas de fusión IFN-α pueden inhibir directamente la proliferación del linfoma de linfocitos B 
38C13, y la dirección de IFN-α a las células tumorales potenció este efecto.

30
IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α indujo la apoptosis en células tumorales in vitro

[0140] La señalización de IFN-α puede inducir la apoptosis en algunas líneas de células tumorales. Para 
determinar si la apoptosis contribuyó al efecto antiproliferativo observado por los presentes inventores, se ensayaron 
células 38C13/HER2 tratadas con diferentes proteínas para la translocación de la fosfatidilserina desde el folíolo35
interior hacia el exterior de la membrana plasmática usando el ensayo de afinidad por la anexina V (30). Se tiñeron 
las células muertas con PI, que entra en las células con una membrana plasmática interrumpida y se une al ADN. En 
comparación con el control de PBS, no hubo un aumento del número de células muertas (brillo de anexina V/PI, 
2 %) o células apoptóticas tempranas (brillo de anexina V, 3 %) tras el tratamiento con IgG3 anti-HER2/neu (Fig. 
5C). Por el contrario, cuando las células se trataron con IgG3-IFN-α, hubo un aumento significativo del número de 40
células muertas (21 %) y células apoptóticas tempranas (6 %). El tratamiento con IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α produjo 
un mayor aumento tanto del número de células muertas (33 %) como de las células apoptóticas tempranas (16 %). 
Estos resultados indican que el IFN-α puede inducir la apoptosis en células tumorales 38C13/HER2, y que la 
dirección de IFN-α hacia las células tumorales puede aumentar notablemente este efecto.

45
[0141] Además de inducir la apoptosis, IFN-α puede inhibir directamente la proliferación de las células tumorales 
(31). Para determinar si tuvieron lugar tanto la inhibición de la proliferación como la apoptosis en las células 
tumorales tratadas, se trataron células 38C13/HER2 marcadas con CFSE con diferentes proteínas durante 48 h, se 
seleccionaron las células vivas, y se determinó el nivel de CFSE mediante citometría de flujo. La señal de CFSE en 
las células tratadas con IgG3 anti-HER2/neu (Fig. 5D, línea fina) se superpuso con las células tratadas con PBS, y 50
fue significativamente inferior a la de las células fijadas inmediatamente después del marcaje con CFSE (Fig. 5D, 
línea de puntos), lo que indica que IgG3 anti-HER2/neu no inhibió la proliferación de 38C13/HER2. Por el contrario, 
IgG3-IFN-α inhibió significativamente la proliferación de las células 38C13/HER2 supervivientes (Fig. 5D, línea 
gruesa), y la dirección de IFN-α hacia las células 38C13/HER2 mediante IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α potenció este 
efecto (Fig. 5D, superficie de color negro). Estos resultados indicaron que, aunque el tratamiento con IgG3 anti-55
HER2/neu-IFN-α no produjo la muerte celular completa en 48 h, las células supervivientes resultaron tener una 
capacidad reducida para proliferar.

Las proteínas de fusión IFN-α inducen la activación de STAT1 las en células tumorales
60

[0142] Aunque la unión del receptor de IFN-α puede iniciar la activación de múltiples proteínas STAT, STAT1 
desempeña un papel obligado en la mediación de la señalización dependiente de IFN-α (32). Para investigar si las 
proteínas de fusión IFN-α inician la señalización de IFN-α en 38C13/HER2 y que la dirección de IFN-α hacia las 
células tumorales aumenta este efecto, se examinó la fosforilación de STAT1 tras el tratamiento. Como se muestra 
en las Fig. 6A-6C, tanto IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α como IgG3-IFN-α iniciaron una potente fosforilación de STAT1 65
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en 38C13/HER2, aumentando la fosforilación de STAT1 8 veces en 10 min. Sin embargo, la fosforilación de STAT1 
inducida por IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α persistió durante un período de tiempo mayor y se observó una fosforilación 
de STAT1 superior a los 30, 60 y 90 min en las células tratadas con IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α. Estos resultados 
indicaron que las proteínas de fusión IFN-α pueden inducir la señalización de IFN-α en células de linfoma 38C13 y la 
dirección de IFN-α hacia las células tumorales aumenta este efecto.5

IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α mostró una potente actividad contra tumores establecidos

[0143] Dado que IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α mostró una potente citotoxicidad contra las células tumorales 
38C13/HER2, se investigó si IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α sería eficaz contra los tumores de 38C13/HER2 10
establecidos. Se inocularon ratones singénicos s.c. con 1 x 10

3
células tumorales 38C13/HER2 y se trataron i.p. con 

5 μg (Fig. 7) de las proteínas indicadas en los días 12, 13 y 14 tras el desafío tumoral. El tamaño medio tumoral en el 
día 12 era de 100 mm3, y el tratamiento con PBS o 10 μg de IgG3 anti-HER2/neu (datos no mostrados) no inhibió el 
crecimiento del tumor. El tratamiento con 5 μg de IgG3-IFN-α mostró algún efecto en la inhibición del crecimiento del 
tumor. Sin embargo, todos los ratones desarrollaron tumores voluminosos y ninguno de ellos sobrevivió 32 días 15
después del desafío tumoral. Por el contrario, todos los ratones tratados con 5 μg de IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α 
tuvieron un retardo del crecimiento tumoral, y tres de los ocho ratones tuvieron una regresión completa del tumor y 
permanecían sin tumor 50 días después del desafío tumoral (IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α frente a PBS, p = 0,0001; 
IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α frente a IgG3-IFN-α, p = 0,063). Así pues, tanto IgG3-IFN-α como IgG3 anti-HER2/neu-
IFN-α mostraron actividad antitumoral, pero IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α fue más eficaz en retrasar el crecimiento del 20
tumor, observándose la remisión completa del tumor solo en los ratones tratados con IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α. 
Cuando se aumentó la dosis del tratamiento hasta 10 μg de las proteínas de fusión, casi todos los ratones tratados 
con IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α o IgG3-IFN-α tuvieron una regresión completa del tumor y se mantenían sin el tumor 
después de 50 días.

25
[0144] Se volvieron a desafiar los ratones que se mantenían sin tumor tras el tratamiento con tres dosis de 10 μg 
de proteínas de fusión con 1 x 103 células tumorales 38C13/HER2 el día 50. Todos los ratones permanecieron sin 
tumor (datos no mostrados). Estos resultados sugieren que se inicia una respuesta inmune adaptativa con memoria 
inmunológica cuando se tratan los tumores más grandes establecidos con IFN-α fusionado con un anticuerpo.

30
Discusión

[0145] Aunque rIFN-α ha demostrado actividad contra el linfoma de linfocitos B y el mieloma múltiple, la eficacia y 
la toxicidad sistémica contradictorias han limitado su utilidad (33). El presente trabajo demuestra que la fusión de 
IFN-α con un anticuerpo mejora su eficacia contra los tumores, observándose un mayor aumento cuando IFN-α se 35
dirige a las células tumorales mediante un anticuerpo específico de tumor. Esta eficacia antitumoral se observa sin 
ninguna toxicidad aparente. Estos estudios sugieren que la fusión de IFN-α con el anticuerpo específico del tumor 
puede producir un agente biológico eficaz para el tratamiento del linfoma de linfocitos B.

[0146] Para probar la hipótesis de que la dirección de IFN-α hacia los sitios tumorales con anticuerpos produciría 40
una mejora de la eficacia, se seleccionó un linfoma de linfocitos B murino bien caracterizado diseñado por ingeniería 
genética para expresar un TAA común, HER2/neu, para el que hay anticuerpos disponibles. IgG3 anti-HER2/neu-
IFN-α parece ser más eficaz en el tratamiento del linfoma de linfocitos B 38C13 que las inmunoterapias descritas 
anteriormente, aunque, en el presente estudio, la diana fue un Ag foráneo introducido por transducción de genes. El 
tratamiento con tres dosis de 1 μg de IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α, partiendo 1 día después del desafío tumoral 45
pareció ser tan eficaz en la inhibición del crecimiento del tumor como el tratamiento con 10 μg de proteína de fusión 
IgG1 anti-Id-IL-2 durante 5 días, comenzando 1 día después del desafío tumoral (34). Además, IgG3 anti-HER2/neu-
IFN-α fue eficaz contra los tumores establecidos (Fig. 7), mientras que IgG1 anti-Id-IL-2 tuvo poca actividad 
antitumoral cuando se inició el tratamiento ya sea 3 o 7 días después del desafío tumoral (34). La capacidad para 
curar tumores establecidos también sugiere que IFN-α dirigido con anticuerpos es un agente terapéutico más 50
potente que GM-CSF (35), CTLA-4 (36) o el ligando CD40 (37) fusionado con el Ag Id, ya que ninguna de estas 
estrategias de vacunación fue eficaz contra los tumores establecidos. Por lo tanto, la dirección de IFN-α hacia las 
células tumorales podría ser una metodología prometedora para el tratamiento del linfoma de linfocitos B.

[0147] La dirección de IFN-α hacia las células tumorales con un anticuerpo específico del tumor aumenta la 55
eficacia antitumoral de IFN-α. IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α es más eficaz en la inhibición de la proliferación y la 
inducción de la apoptosis (Fig. 5A-5D) en 38C13/HER2 que IgG3-IFN-α, y el tratamiento, ya sea con 2,5 o con 1 μg 
de IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α fue más eficaz en la inhibición del crecimiento de tumores pequeños in vivo que las 
mismas dosis de IgG3-IFN-α (Fig. 3A y 3B). Estos resultados sugieren que el anticuerpo específico del tumor dirige 
IFN-α hacia el tumor, mejorando así su índice terapéutico con una toxicidad sistémica reducida.60

[0148] Sorprendentemente, IgG3-IFN-α presenta una actividad antitumoral más potente que rIFN-α (Fig. 4A). 
Aunque rIFN-α es eficaz en el tratamiento de una variedad de tumores (38-40), se requiere un tratamiento 
prolongado con dosis altas para ver la actividad antitumoral eficaz, en parte, debido a la semivida muy corta de la 
citocina. En el presente estudio, se ha demostrado que la fusión de un anticuerpo IgG3 con IFN-α aumentó 65
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significativamente su semivida (Fig. 4B), y este aumento de la semivida puede contribuir al aumento de la actividad 
antitumoral in vivo de la proteína de fusión (Fig. 4A). Además, la región Fc de la IgG3-IFN-α puede ayudar a dirigir 
IFN-α hacia los receptores Fc presentes en los linfocitos B de linfoma y, por consiguiente, aumentar la actividad 
antitumoral. Por lo tanto, la fusión de IFN-α con un anticuerpo IgG3 puede proporcionar múltiples ventajas en la 
mejora de la eficacia antitumoral de IFN-α.5

[0149] Aunque IFN-α tiene múltiples actividades, incluyendo la activación de la respuesta inmune, parece que la 
citotoxicidad directa desempeña un papel importante en la potente actividad antitumoral de IgG3 anti-HER2/neu-IFN-
α. Ambas proteínas de fusión IFN-α presentaron actividades apoptóticas y antiproliferativas contra 38C13/HER2, 
aumentando significativamente estos efectos la dirección hacia el tumor (Fig. 5A-5D). Aunque las proteínas de fusión 10
IFN-α resultaron ser muy eficaces en el tratamiento de tumores pequeños (Fig. 3A y 3B), ninguno de los 
supervivientes desarrolló una respuesta inmune que les protegiera contra un segundo desafío tumoral, lo que 
sugiere que la citotoxicidad directa de las proteínas de fusión IFN-α fue muy eficaz en la destrucción de las células 
tumorales, y que la inmunidad adaptativa no desempeñó un papel cuando hubo una baja carga tumoral. Dado que 
38C13 es una línea celular de linfoma B extremadamente maligna y que los ratones inyectados con tan solo 200 15
células pueden desarrollar tumores voluminosos en el plazo de 20 días (36), las proteínas de fusión IFN-α deben ser 
muy eficaces en la destrucción de la mayoría de las células tumorales inoculadas, dando lugar a supervivientes a 
largo plazo. Se ha observado que múltiples mecanismos, entre los que se incluyen la regulación negativa de NF-κB 
(41), la inducción de la apoptosis mediante la activación de la caspasa-3 (42) y la regulación positiva tanto de TRAIL 
como de los receptores TRAIL (43), participan en la citotoxicidad mediada por IFN-α contra las células tumorales, y 20
cabría esperar que estos mecanismos contribuyan a la citotoxicidad directa contra las células tumorales observada 
con las proteínas de fusión de anticuerpo-IFN-α. En consonancia con esto, se observó la activación de STAT1 tras el 
tratamiento de las células tumorales con las proteínas de fusión (Fig. 6A-6C).

[0150] Aunque las proteínas de fusión IFN-α no iniciaron una respuesta inmune de memoria cuando los ratones se 25
trataron comenzando 1 día después de la inoculación del tumor, las proteínas de fusión IFN-α iniciaron una 
respuesta inmune que les protegió contra un segundo desafío tumoral cuando los ratones fueron tratados 
comenzando 12 días después de la inoculación del tumor. Por lo tanto, las proteínas de fusión IFN-α pueden activar 
la inmunidad adaptativa protectora en presencia de una carga tumoral de tamaño considerable. Dado que IFN-α es 
capaz de activar la inmunidad adaptativa a través de la estimulación de la diferenciación y la maduración de DC (9), 30
es posible que los tumores establecidos proporcionen más TAA para la activación de DC en presencia de IFN-α. 
Además, el Ag HER2/neu humano foráneo puede contribuir a la inmunidad antitumoral mediante el aumento de la 
inmunogenicidad de las células tumorales en este modelo.

[0151] CD20, un Ag expresado por los linfocitos B, se expresa en la mayoría de los linfomas de linfocitos B (44), y 35
anti-CD20 (rituximab, Genentech;) es uno de los agente terapéuticos del cáncer con mayor éxito, teniendo una 
enorme eficacia contra el linfoma con poca toxicidad (45). Aunque IgG3 anti-HER2/neu-IFN-α es muy eficaz contra 
38C13/HER2, HER2/neu normalmente no se expresa en células de linfoma y, por lo tanto, es probable que tenga 
una limitada aplicación terapéutica en el tratamiento del linfoma, aunque debería ser eficaz en los tratamientos de 
los cánceres que expresan HER2/neu. Por el contrario, se espera que la fusión de IFN-α con anti-CD20 produzca 40
una proteína de fusión eficaz contra el linfoma, incluso con mayor actividad antitumoral mediante la combinación de 
la actividad contra el linfoma de anti-CD20, y la potente actividad inmunoestimulante y citotóxica de IFN-α en una 
proteína. Además, IFN-α puede regular positivamente la expresión de CD20 como se observó en los pacientes con 
linfoma de linfocitos B tras el tratamiento con IFN-α (46). Actualmente, los presentes inventores están estudiando los 
efectos de las proteínas de fusión anti-CD20-IFN-α en modelos murinos de linfoma de linfocitos B.45

[0152] En resumen, los presentes inventores han construido y caracterizado una nueva proteína de fusión en la 
que el IFN-α se ha ligado con un anticuerpo que reconoce un TAA. Sus resultados indican que la fusión de IFN-α 
con un anticuerpo específico del tumor puede aumentar drásticamente la eficacia de IFN-α, observándose la 
actividad antitumoral sin ninguna toxicidad aparente. Sorprendentemente, la proteína de fusión de anticuerpo-IFN-α 50
fue eficaz contra los tumores establecidos. Por lo tanto, IFN (por ejemplo, IFN-α) fusionado con un anticuerpo 
específico del tumor se muestra prometedor para el tratamiento del linfoma de linfocitos B.
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Ejemplo25

Proteínas de fusión anti-CD20-IFNα

Introducción
30

[0154] Los estudios iniciales de los presentes inventores habían indicado que una proteína de fusión con anti-
HER2/neu unido a IFN-α era un eficaz agente terapéutico para el tratamiento de los linfomas que expresan 
HER2/neu. Los presentes inventores han tratado de ampliar estos estudios para demostrar que la fusión de IFN-α 
con anti-CD20 sería terapéuticamente eficaz para el tratamiento de los linfomas que expresan CD20. CD20 está 
presente en prácticamente todos los linfomas. Sin embargo, se ha de tener en cuenta que HER2/neu se expresa en 35
muchos tipos de cáncer, y cabría esperar que la proteína de fusión anti-HER2/neu fuera eficaz en el tratamiento de 
los mismos. En la proteína de fusión anti-CD20, cabría esperar que el IFN-α de la proteína de fusión ejerciera un 
efecto citotóxico directo contra las células tumorales y ayudara a generar una respuesta inmune antitumoral.

Producción de anticuerpos recombinantes específicos de CD2040

[0155] Se amplificaron las regiones variables de anti-CD20 (Rituximab) y se clonaron en vectores de expresión 
para la producción de anticuerpos quiméricos con cadenas ligeras κ y cadenas pesadas γ 3 humanas. Se produjo la 
proteína y se examinó su capacidad para reconocer CD20 usando citometría de flujo y la línea de linfocitos B 
humana Daudi. Como se muestra en la Figura 8, la proteína recombinante se une tan bien como Rituximab, una 45
IgG1 recombinante.

Producción de proteínas de fusión de anticuerpo con interferón humano unido a anticuerpos específicos de 
CD20

50
a. Diseño de la proteína de fusión

[0156] En el intento inicial de los presentes inventores por crear una proteína de fusión, se unió IFN-α con el 
extremo carboxi del gen de la IgG3 humana usando un enlazador de glicina-serina flexible que consistía en 
(Gly4Ser)3 (SEC ID Nº: 31). La cadena pesada se muestra esquemáticamente en la Figura 9. 55

[0157] Tras verificar que el vector de proteína de fusión tenía la secuencia de nucleótidos correcta, se transfectó 
con la cadena ligera de anti-CD20 quimérica a células NS0. Se seleccionaron las transfecciones mediante ELISA 
para la producción de IgG. Se expandió el clon que dio la señal más alta y la siguiente subclonación se cultivó en 
frascos rotativos. Entonces, se pasaron los sobrenadantes a través de columnas de proteína A Sefarosa, y las 60
proteínas unidas se eluyeron y se analizaron por SDS-PAGE tanto sin reducir como después de la reducción (véase, 
Figura 10). Aunque la proteína aislada se ensambló en moléculas H2L2, la mayoría de la proteína aislada fue inferir a 
la esperada. Tras la reducción, la mayoría de las cadenas pesadas fueron más pequeñas de lo esperado y se 
desplazaron en la misma posición que una cadena pesada γ-3 carente de una proteína de fusión. Al parecer, el 
interferón estaba siendo retirado de la proteína de fusión por proteólisis. El análisis de transferencia Western usando 65
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anti-Fc e anti-interferón, confirmó que ambas bandas superiores eran cadenas pesadas, pero solo la mayor contenía 
interferón.

[0158] Los enlazadores flexibles pueden ser una diana de la escisión proteolítica. Por lo tanto, se acortó el 
enlazador a una sola copia de Gly4Ser (SEC ID Nº: 32). Se transfectaron estos vectores y los vectores con el5
enlazador extendido transitoriamente junto con la cadena ligera apropiada a células HEK293T. Se radiomarcaron las 
células mediante crecimiento en 35S-metionina,  se precipitaron las inmunoglobulinas con proteína A y se analizaron 
por SDS-PAGE (Figura 11). Considerando que la escisión de proteínas de fusión con enlazadores ampliados es muy 
evidente, la escisión no tiene lugar cuando el enlazador consiste en un solo Gly4Ser (SEC ID Nº: 32). Por lo tanto, el 
enlazador usado para producir la proteína de fusión es importante y puede influir en su estabilidad.10

b. Reconocimiento de CD20 por las proteínas de fusión

[0159] Para determinar si la proteína de fusión reconoce a CD20, se incubó la línea celular humana Daudi que 
expresa CD20 con Rituxan, anti-DNS/IgG3-hu-IFN-α o anti-CD20/IgG3-hu-IFN-α. El anti-CD20/IgG3-hu-IFN-α se 15
unió mejor que Rituxan (Figura 12). La fusión de anti-DNS/IgG3-hu-IFN-α también demostró cierta unión, aunque 
inferior a la de cualquier proteína específica de CD20. Se postula que la unión del anti-DNS/IgG3-hu-IFN-α y la unión 
mejorada de anti-CD20/IgG3-hu-IFN-α en comparación con Rituxan se debe a que el resto de hu-IFN-α se une a los 
receptores de IFN expresados en las células Daudi.

20
[0160] El laboratorio Timmerman ha producido un transfectante del linfoma murino 38C13 que expresa CD20 
humano. Tanto Rituxan como anti-CD20/IgG3-mu-IFN-α se unieron al transfectante. Anti-DNS/IgG3-mu-IFN-α no 
mostró ninguna unión (Figura 13).

c. Actividad antiviral de las proteínas de fusión25

[0161] Para evaluar la actividad antiviral de las proteínas de fusión hu-IFN-α, se sembraron células HeLa a 2x105

células/ml y se trataron con diluciones en serie del doble de proteína de fusión o Roferon (interferón humano 
recombinante 2a) durante 24 horas A continuación, se infectaron las células con VSV (virus de la estomatitis 
vesicular) a una concentración de 4.000 pfu/100 μl. Después de 72 horas, se tiñeron las células con cristal violeta al 30
0,1 %. Se determinó la protección contra la infección viral ya sea mediante la cuantificación de las células 
supervivientes de la infección por tinción con cristal violeta al 0,1 % y la determinación de la cantidad de colorante en 
cada pocillo usando un densitómetro puntual mediante el recuento del número de placas. En ambos ensayos, la 
proteína de fusión tuvo una actividad de IFN-α significativa, pero aproximadamente 100 veces inferior a la actividad 
en comparación con Roferon.35

Inhibición del crecimiento y muerte de las células del linfoma Daudi con las proteínas de fusión

[0162] Se usaron dos métodos para evaluar la inhibición del crecimiento/muerte de las células de linfoma que 
expresan CD20 por las proteínas de fusión. Cabe señalar que, para estos experimentos, se usó una línea celular 40
humana, Daudi, que expresa de manera natural CD20. En la primera metodología, se incubaron las células Daudi 
con varias concentraciones de IFN-α, anticuerpo o proteína de fusión durante 72 horas, y se evaluó la inhibición del 
crecimiento usando el ensayo de proliferación celular CellTiter 96 AQueous (Figura 14). Aunque mostraron menos 
actividad de IFN-α en el ensayo antiviral, anti-CD20/IgG3-hu-IFN-α y Roferon mostraron una capacidad similar para 
inhibir el crecimiento del linfoma, lo que sugiere que la dirección del IFN-α mejora su efecto citotóxico. Roferon Anti-45
CD20/IgG3+ no mostró mayor actividad en comparación con solo Roferon. Anti-DNS/IgG3-hIFN-α, Rituxan y anti-
CD20/IgG3 solo mostraron cierta inhibición del crecimiento a la concentración más alta usada. Cabe señalar que la 
proteína de fusión fue más activa que Rituxan en la prevención del crecimiento celular en este ensayo. 

[0163] En la segunda metodología, se incubaron las células Daudi con varias concentraciones de IFN-α, 50
anticuerpo o proteína de fusión durante 72 horas y luego se tiñeron con anexina V y yoduro de propidio (PI), y se 
analizaron por citometría de flujo. En la Figura 15, se muestran los resultados obtenidos al usar 10 pM de las 
diversas proteínas. Las células de las fases tempranas de la apoptosis son Anexina V+PI-; las células apoptóticas y 
muertas posteriores son Anexina V+PI+.

55

[0164] Estos experimentos demuestran varias cosas. Tanto Rituxan como anti-CD20/IgG3 inducen poca o ninguna 
apoptosis, incluso a las concentraciones ensayadas más altas. Como era de esperar, el IFN-α murino es menos 
eficaz contra la línea celular humana que el IFN-α recombinante humano (Roferon) y, anti-DNS/IgG3-mIFNα, que no 
se dirigiría a las células tumorales, es aproximadamente tan eficaz como el IFN-α recombinante murino. Sin 60
embargo, la dirección del IFN-α murino hacia las células tumorales usando anti-CD20/IgG3-mIFNα induce 
eficazmente la muerte celular. Anti-CD20/IgG3-hIFNα es más eficaz que anti-DNS/IgG3-hIFNα, demostrando de 
nuevo la contribución de la dirección a la célula a la muerte celular. En este ensayo in vitro, Roferon y anti-
CD20/IgG3-hIFNα presentan actividad similar, provocando la muerte celular a concentraciones tan bajas como 1 pM 
(datos no mostrados). Sin embargo, cabe señalar que CD20/IgG3-hIFNα in vivo se dirigirá hacia y se acumulará en 65
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el sitio del tumor, mientras que Roferon presentará su actividad por todo el cuerpo.

Inhibición del crecimiento y muerte de las células del linfoma 38C13-CD20 con las proteínas de fusión

[0165] Como se ha mencionado brevemente con anterioridad, el laboratorio del Dr. John Timmerman ha 5
desarrollado un linfoma murino, 38C13-CD20, que expresa CD20 humano y crecerá en ratones C3H/HeJ singénicos. 
La disponibilidad de esta línea celular permite examinar la eficacia in vivo de las presentes proteínas de fusión. Se 
incubaron células 38C13-CD20 durante 48 horas con diversos anticuerpos y proteínas de fusión. A continuación, se 
determinaron la muerte y la apoptosis mediante la tinción de las células con anexina V y PI, y examinándolas usando 
citometría de flujo. Cuando se usaron las proteínas a una concentración de 100 pM (datos no mostrados) tanto 10
mIFN-α recombinante como anti-CD20-IgG3-mIFN-α fueron muy eficaces causando la apoptosis, siendo anti-CD20-
IgG3-mIFN-α algo más eficaz que mIFN-α recombinante. Parte de la apoptosis fue inducida mediante el tratamiento 
de las células 38C13-CD20 con anti-DNS-IgG3-mIFN-α o Rituxan. El tratamiento con anti-CD20/IgG3 a esta 
concentración no tuvo ningún efecto sobre la viabilidad celular. Cuando se redujo la concentración del tratamiento a 
10 pM (Fig. 16), mIFN-α recombinante y anti-CD20/IgG3-mIFN-α siguieron siendo eficaces como causantes de la 15
apoptosis, siendo anti-CD20/IgG3-mIFN-α más eficaz que mIFN-α recombinante. Solo se observó una pequeña 
cantidad de apoptosis tras el tratamiento con anti-DNS-IgG3-mIFN-α, lo que indica que la dirección de IFN-α usando 
anti-CD20-IgG3-mIFN-α produjo un agente terapéutico más eficaz. A esta concentración, Rituxan causó poca 
apoptosis, lo que indica la superioridad de la proteína de fusión anti-CD20-IgG3/mIFN-α frente al anticuerpo anti-
CD20 no fusionado. Una vez más, el tratamiento con anti-CD20/IgG3 no tuvo ningún efecto sobre la viabilidad 20
celular. A una dosis de tratamiento de 1 pM, solo anti-CD20-IgG3-mIFN-α produjo apoptosis en 38C13-CD20 (datos 
no mostrados). A una dosis de 0,1 pM, ninguno de los tratamientos indujeron la apoptosis (datos no mostrados).

[0166] Como metodología alternativa, se trataron las células 38C13-CD20 con las diferentes proteínas a diferentes 
concentraciones, y se monitorizó la inhibición del crecimiento usando el ensayo de MTS (Figura 17). Anti-25
CD20/IgG3-mIFN-α fue más eficaz en la inhibición del crecimiento celular, seguido de mIFN-α recombinante. Se 
observó cierta inhibición del crecimiento con anti-DNS/IgG3-mIFN-α. Anti-CD20/IgG3 y Rituxan tuvieron poco efecto 
sobre el crecimiento celular. Por lo tanto, los resultados obtenidos en este ensayo reflejan lo que se observó al 
monitorizar la apoptosis.

30
Producción y caracterización de proteínas de fusión IgG-IFNα adicionales 

a. Anti-CD20-IgG1-mIFNα y anti-CD20-IgG1-hIFNα

[0167] Se crearon las proteínas iniciales con IFN-α fusionado a una estructura principal de IgG3 humana. Rituxan 35
es una IgG1. Para determinar si la estructura principal de la inmunoglobulina influía en las propiedades de las 
proteínas de fusión, ahora se han producido proteínas de fusión con m-IFN-α y hu-IFN-α fusionados a IgG1. Eran del 
peso molecular esperado.

[0168] Se evaluó la capacidad de anti-CD20/IgG1-mIFNα para inducir la apoptosis de 38C13-CD20 (Figura 18). 40
Los estudios mostraron que era eficaz, posiblemente incluso más eficaz que la proteína de fusión IgG3.

[0169] Se evaluó la capacidad de anti-CD20/IgG1-hIFNα para inducir la apoptosis de las células Daudi. Los 
estudios mostraron que presentan actividad similar a anti-CD20/IgG3-hIFNα (Fig. 19).

45
[0170] Se evaluó la capacidad de las proteínas de fusión para inhibir el crecimiento de células Daudi como se 
muestra en la Figura 20. Las fusiones de IgG1 con IFN-α tanto murino como humano se parecían a las fusiones de 
IgG3 en su capacidad para inhibir el crecimiento de células Daudi.

b. Proteínas de fusión con IFN-α unidas a la estructura principal de IgG con un enlazador helicoidal α50

[0171] Se produjeron proteínas de fusión en las que el enlazador GlySer se reemplazó con el enlazador con la 
secuencia A(EAAAK)2A (SEC ID Nº: 33). Se propone que esta secuencia se pliega como una hélice α.

[0172] Se produjo la proteína mediante la expresión transitoria en células 293T y se evaluó por SDS-PAGE. Se 55
ensambló la proteína y resultó ser del peso molecular esperado. No se observó la escisión del enlazador.

[0173] La proteína de fusión, anti-CD20-IgG3-hIFNα (enlazador helicoidal α), cuando se usó a la misma 
concentración que la proteína de fusión con el enlazador Gly4Ser (SEC ID Nº: 32), resultó inducir eficazmente la 
apoptosis de las células Daudi (Fig. 21).60

Tratamiento in vivo de tumores

[0174] Para estos estudios, se usó el linfoma 38C13 que había sido transducido por el laboratorio Timmerman para 
expresar CD20 humano. 38C13 es un linfoma agresivo que crece en ratones C3H/HeJ singénicos. El transductante, 65
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38C13-CD20, muestra la misma característica de crecimiento. Por lo tanto, es posible investigar la protección 
mediada por proteínas de fusión en animales inmunocompetentes.

a. Tratamiento de los tumores tempranos
5

[0175] Se inyectaron en ratones (grupos de 4) por vía subcutánea 5.000 células 38C13-CD20 en el día cero. En 
los días 1, 2 y 3, se trataron por vía intravenosa con solución salina tamponada con HEPES (HBSS) o 0,4 μg, 2 μg o 
10 μg de anti-CD20-m-IFN-α, y se monitorizó el crecimiento del tumor. Hacia el día 20, todos los animales tratados 
con HBSS tenían tumores de gran tamaño, y tuvieron que ser sacrificados. Por el contrario, no se observó 
crecimiento del tumor en los animales tratados con 10 μg de la proteína de fusión; después de 20 días, los tumores 10
comenzaron a crecer en 3 de los cuatro animales tratados con 0,4 μg de la proteína de fusión, y 1 de los ratones 
tratados con 2 μg. Los resultados mostraron que las proteínas de fusión anti-CD20/IFN-α son muy eficaces en la 
inhibición del crecimiento tumoral in vivo y en el aumento de la supervivencia (véase, por ejemplo, la Figura 22).

b. La proteína de fusión anti-CD20-mIFNα es más eficaz que bien Rituximab o anti-CD20/IgG3 en el 15
tratamiento de tumores de tamaño moderado

[0176] Se inocularon ratones C3H/HeJ con 5.000 células 38C13-CD20 en el día 0. En los días 5, 6 y 7 se trataron 
con HBSS o 10 μg de anti-CD20-IgG1 (producido en células 293T), anti-CD20-IgG3, Rituximab o anti-CD20-IgG3-
mIFNα. Se monitorizaron en cuanto al crecimiento tumoral y la supervivencia (véase, por ejemplo, Figura 23). Anti-20
CD20/IgG3-mIFNα resultó ser mucho más eficaz que Rituximab, anti-CD20/IgG3 o anti-CD20/IgG1 en la prevención 
del crecimiento de los tumores de tamaño moderado.

La capacidad de dirección hacia el tumor de la proteína de fusión mejora significativamente su eficacia in 
vivo25

[0177] Se inocularon ratones C3H/H3J con 5.000 células 38C13-CD20 en el día 0, y se trataron en los días 5, 6 y 7 
con 10 μg de anti-CD20-IgG3, 10 μg de anti-CD20-IgG3 + mIFN-α (dosis seleccionada para que fuera los mismos 
moles que en la proteína de fusión), anti-DNS-IgG3-IFNα o anti-CD20-IgG3-mIFNα, y recibieron un seguimiento del 
crecimiento tumoral y de la supervivencia (véase, por ejemplo, la Figura 24). Anti-CD20-IgG3-IFNα retrasó 30
significativamente el crecimiento del tumor y promovió la supervivencia, lo que indica que la dirección del IFNα al 
tumor usando el sitio de combinación del anticuerpo, lo vuelve más eficaz terapéuticamente que bien la proteína de 
fusión no dirigida al IFNα fusionado (anti-DNS-IgG3-IFNα) o la inyección de anti-CD20 junto con IFNα que no está 
asociado covalentemente (anti-CD20-IgG3 + mIFN-α).

35
El tratamiento con proteínas de fusión es eficaz contra los tumores establecidos

[0178] Se inocularon grupos de ocho ratones C3H/HeJ con 5.000 células 38C13-CD20 y se trataron en los días 8, 
9 y 10 con 100 μg de anti-CD20-mIFNα o HBSS. Se monitorizó el crecimiento tumoral (véase Fig. 25) y la 
supervivencia (véase, Figura 26) de los ratones. Los ratones inoculados con anti-CD20-mIFNα muestran una mejora 40
de la supervivencia (Figura 26).
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<211> 707
<212> PRT5
<213> artificial
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<223> Proteína de fusión.
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<210> 2
<211> 233
<212> PRT5
<213> artificial

<220>
<223> Proteína de fusión.

10
<400> 2
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<210> 3
<211> 558
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> Ácido nucleico que codifica una proteína de fusión.

10
<400> 3

<210> 415
<211> 185
<212> PRT
<213> Artificial

<220>20
<223> Proteína de fusión.

<400> 4

E08831632
12-05-2015ES 2 536 772 T3

 



38

<210> 5
<211> 2254
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> Ácido nucleico que codifica una proteína de fusión.

10
<400> 5
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<210> 6
<211> 751
<212> PRT
<213> Artificial

5
<220>
<223> Proteína de fusión.

<400> 6
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<210> 7
<211> 2279
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> Ácido nucleico que codifica una proteína de fusión.

10
<400> 7
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<210> 8
<211> 759
<212> PRT5
<213> Artificial

<220>
<223> Proteína de fusión.

10
<400> 8
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<210> 9
<211> 2251
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> Ácido nucleico que codifica una proteína de fusión.

10
<400> 9
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<210> 10
<211> 750
<212> PRT5
<213> Artificial

<220>
<223> Proteína de fusión.

10
<400> 10
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<210> 11
<211> 2252
<212> ADN5
<213> Artificial
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<220>
<223> Ácido nucleico que codifica una proteína de fusión. 

<400> 11
5
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<210> 12
<211> 757
<212> PRT5
<213> Artificial

<220>
<223> Proteína de fusión.

10
<400> 12
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<210> 13
<211> 1779
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> Ácido nucleico que codifica una proteína de fusión.

10
<400> 13
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<210> 14
<211> 592
<212> PRT5
<213> Artificial

<220>
<223> Proteína de fusión.

10
<400> 14
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<210> 15
<211> 1779
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> Ácido nucleico que codifica una proteína de fusión.

10

ES 2 536 772 T3
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<400> 15

5
<210> 16
<211> 599
<212> PRT

ES 2 536 772 T3
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<213> Artificial

<220>
<223> Proteína de fusión.

5
<400> 16
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<210> 17
<211> 1776
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> Ácido nucleico que codifica una proteína de fusión.

10
<400> 17
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<210> 18
<211> 5915
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Proteína de fusión.10
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<400> 18
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<210> 19
<211> 1800
<212> PRT5
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<213> Artificial

<220>
<223> Ácido nucleico que codifica una proteína de fusión.

5
<400> 19
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<210> 20
<211> 599
<212> PRT5
<213> Artificial

<220>
<223> Proteína de fusión.

10
<400> 20
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<210> 21
<211> 393
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> Ácido nucleico que codifica una proteína de fusión.

10
<400> 21
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<210> 22
<211> 131
<212> PRT5
<213> Artificial

<220>
<223> Proteína de fusión.

10
<400> 22

<210> 2315
<211> 1676
<212> ADN
<213> Artificial

<220>20
<223> Ácido nucleico que codifica una proteína de fusión.

<400> 23
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<210> 24
<211> 5575
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Proteína de fusión.10
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<400> 24
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<210> 25
<211> 1700
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> Ácido nucleico que codifica una proteína de fusión.

10
<400> 25
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<210> 26
<211> 5645
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Proteína de fusión.10

ES 2 536 772 T3

 



91

<400> 26
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<210> 27
<211> 1673
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> Ácido nucleico que codifica una proteína de fusión.

10
<400> 27
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<210> 28
<211> 591
<212> PRT5
<213> Artificial

<220>
<223> Proteína de fusión.

10
<400> 28
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<210> 29
<211> 1697
<212> ADN
<213> Artificial

5
<220>
<223> Ácido nucleico que codifica una proteína de fusión.

<400> 29
10
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<210> 30
<211> 598
<212> PRT5
<213> Artificial

<220>
<223> Proteína de fusión.

10
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<400> 30
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<210> 31
<211> 15
<212> PRT5
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador peptídico.

10
<400> 31

<210> 3215
<211> 5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>20
<223> Enlazador peptídico.

<400> 32

25

<210> 33
<211> 12
<212> PRT
<213> Artificial30
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<220>
<223> Enlazador peptídico.

<400> 33
5

<210> 34
<211> 7
<212> PRT10
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador peptídico.

15
<400> 34

<210> 3520
<211> 5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>25
<223> Enlazador peptídico. 

<400> 35

30

<210> 36
<211> 8
<212> PRT
<213> Artificial35

<220>
<223> Enlazador peptídico.

<400> 3640

<210> 37
<211> 545
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador peptídico.50

<400> 37

55
<210> 38
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<211> 10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>5
<223> Enlazador peptídico.

<400> 38

10

<210> 39
<211> 18
<212> PRT
<213> Artificial15

<220>
<223> Enlazador peptídico.

<400> 3920

<210> 40
<211> 1825
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador peptídico.30

<400> 40

35
<210> 41
<211> 18
<212> PRT
<213> Artificial

40
<220>
<223> Enlazador peptídico.

<400> 41
45

<210> 42
<211> 1850
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<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador peptídico.5

<400> 42

10
<210> 43
<211> 18
<212> PRT
<213> Artificial

15
<220>
<223> Enlazador peptídico.

<400> 43
20

<210> 44
<211> 18
<212> PRT25
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador peptídico.

30
<400> 44

<210> 4535
<211> 18
<212> PRT
<213> Artificial

<220>40
<223> Enlazador peptídico.

<400> 45

45
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<210> 46
<211> 18
<212> PRT
<213> Artificial

5
<220>
<223> Enlazador peptídico.

<400> 46
10

<210> 47
<211> 18
<212> PRT15
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador peptídico.

20
<400> 47

<210> 4825
<211> 18
<212> PRT
<213> Artificial

<220>30
<223> Enlazador peptídico.

<400> 48

35

<210> 49
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial40

<220>
<223> Enlazador peptídico.

<400> 4945
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<210> 50
<211> 18
<212> PRT
<213> Artificial

5
<220>
<223> Enlazador peptídico.

<400> 50
10

<210> 51
<211> 18
<212> PRT15
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador peptídico.

20
<400> 51

<210> 5225
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>30
<223> Enlazador peptídico.

<400> 52

35

<210> 53
<211> 18
<212> PRT40
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador peptídico.

45
<400> 53
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<210> 54
<211> 18
<212> PRT5
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador peptídico.

10
<400> 54

<210> 5515
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>20
<223> Cebador de PCR.

<400> 55
cgcggatcct gtgacctgcc tcagactc 28

25
<210> 56
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

30
<220>
<223> Cebador de PCR.

<400> 56
gctctagatc atttctcttc tctcagtctt c 3135

<210> 57
<211> 15
<212> PRT
<213> Artificial40

<220>
<223> Enlazador peptídico.

<400> 5745

<210> 58
<211> 650
<212> PRT
<213> Artificial
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<220>
<223> Enlazador peptídico

<400> 58
5

<210> 59
<211> 14
<212> PRT10
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador peptídico

15
<400> 59

20
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REIVINDICACIONES

1. Una construcción quimérica que comprende un interferón unido a un anticuerpo que es una inmunoglobulina 
intacta que se une específicamente a CD20, en la que el anticuerpo se une al interferón mediante un engarce
peptídico resistente a la proteólisis que tiene la secuencia de aminoácidos SGGGGS (SEC ID Nº 58), y en la que la 5
construcción, cuando se pone en contacto con una célula tumoral produce la muerte o la inhibición del crecimiento o 
de la proliferación de la célula tumoral.

2. La construcción de acuerdo con la reivindicación 1, en la que dicho interferón es un interferón α.
10

3. La construcción de acuerdo con la reivindicación 1, en la que dicho interferón es un interferón β.

4. La construcción de acuerdo con la reivindicación 1, en la que dicho interferón es un interferón de tipo 1 o un 
interferón de tipo 2.

15
5. La construcción de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 ó 3, en la que dicho anticuerpo comprende 
las regiones variables de rituximab.

6. La construcción de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la que dicho anticuerpo es una IgG.
20

7. La construcción de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en la que dicho anticuerpo es rituximab.

8. Una formulación farmacéutica que comprende una construcción de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 
1-7 en un excipiente farmacéuticamente aceptable.

25
9. La formulación farmacéutica de acuerdo con la reivindicación 8, en la que dicha formulación está formulada para 
la administración a través de una vía seleccionada del grupo que consiste en administración parenteral, 
administración oral, administración intravenosa, administración intramuscular, administración directa al tumor, 
inhalación, administración rectal, administración vaginal, administración transdérmica y administración de depósito 
subcutáneo.30

10. Una construcción de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-7 o una formulación de acuerdo con la 
reivindicación 8 ó 9 para su uso en el tratamiento del cáncer.
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REFERENCIAS CITADAS EN LA DESCRIPCIÓN

Esta lista de referencias citadas por el solicitante es únicamente para la comodidad del lector. No forma parte del 
documento de la patente europea. A pesar del cuidado tenido en la recopilación de las referencias, no se pueden 
excluir errores u omisiones y la EPO niega toda responsabilidad en este sentido.5

Documentos de patentes citados en la descripción

10

15

20

Literatura diferente de patentes citada en la descripción

25

30

35

40

45

50

55

60
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