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1

DESCRIPCION

[0001] La presente invencion se refiere a materiales para uso en el secuestro del
factor II de crecimiento similar a la insulina (IGF-II), por ejemplo, en el tratamiento de
cancer.
[0002] El receptor de manosa 6-fosfato independiente de cationes de
mamifero/factor II de crecimiento similar a la insulina (abreviado IGF2R) es una
proteina de membrana integral de tipo I y lectina de tipo P, con multiples funciones
atribuibles a su amplia variedad de ligandos conocidos (1-3). La proteina glicosilada de
270 kDa esta constituida por una secuencia sefial del extremo N (aminoacidos 1-44),
15 dominios de repeticion extracitoplasmicos homologos (aminoacidos 45-2313), una
region transmembrana (aminodacidos 2314-2336) y un dominio citoplasmico del
extremo C (aminoacidos 2337-2499) (4,5). Sus 15 dominios repetidos tienen cada uno
147 aminoacidos de longitud y muestran similitud significativa en secuencia de
aminoacidos y distribucion de disulfuro entre si (16-38% de identidad) y con el unico
dominio extracitoplasmico del receptor de manosa 6-fosfato dependiente de cationes
(CD-MPR) (14-28% de identidad) (5). Ahora se han resuelto las estructuras cristalinas
para los dominios 1, 2,3 (6) y 11 (7) y muestran que cada dominio tiene una topologia
similar que esta constituida por un barril B de 9 cadenas aplanadas, compartida con
CD-MPR vy avidina (8), sugiriendo que los 15 dominios extracitoplasmicos representan
15 unidades estructurales homdlogas. La funcion principal de IGF2R y CD-MPR son
la liberacion de hidrolasas acidas recientemente formadas, de las que hay 50, al
lisosoma mediante la unioén a sus restos marcados con manosa 6-fosfato (M6P) (3). El
IGF2R también procesa varios otros ligandos marcados con M6P y no M6P. Los
dominios 3, 9 y recientemente 5 (9) se han identificado como los sitios de union para
las proteinas manosiladas tales como TGF-f latente (10), proliferina y granzima B y la
proteasa catepsina. Los estudios de mutagénesis sitiodirigida han establecido los restos
de interaccién critica dentro de los dominios 3 y 9 para manosa 6-fosfato (11, 12). De
los ligandos no manosilados actualmente identificados (IGF-II, acido retinoico,
receptor del activador de plasmindgeno de tipo urocinasa y plasmindgeno), el IGF-II
ha sido con mucho el mejor estudiado, estando el sitio de unidn localizado en el
dominio 11 (13-15).
[0003] El IGF-II (7,5 kDa) es una hormona pequeiia de péptido mitogénico que
funciona principalmente durante el crecimiento embrionario en el que su actividad esta
estrechamente regulada, pero también estd frecuentemente desregulada en tumores

(16-18). Al igual que IGF-I, IGF-II ejerce su efecto mitogénico predominantemente
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sefalizando mediante el IGF1R, conduciendo a la activacion de tirosina cinasa y a la
estimulacion tanto de la cinasa de proteina activada por mitogeno (MAP) como de la
cascada de sefalizacion de PKB/AKT. Las dianas en la direccion 3’ incluyen los
factores de transcripcion FOXO, GSK3p, MDM2 y mTOR que conducen a la
regulacion por incremento de sefiales pro-crecimiento y anti-apoptosicas (19). En
mamiferos, la estrecha regulacién de la actividad de IGF-II se logra por la unidn de
alta afinidad a seis proteinas de union a IGF (IGFBP 1-6) y por la union a IGF2R en la
superficie celular, conduciendo a la internalizacion de IGFII y posterior degradacion
dentro del lisosoma (20-22). Los estudios de RMN previos han establecido la
estructura de IGF-II maduro (23,24) y se ha usado mutagénesis sitiodirigida para
identificar los restos F48, R49, S50, A54, L55 como criticos para la interaccién con
IGF2R (25,26). Aunque el IGF-II estd relativamente estructuralmente conservado, el
sitio de union de IGF-II de IGF2R esta presente solo en especies de mamiferos en las
que la regulacion del crecimiento embrionico y placentario de IGF-II por IGF2R
también implica el sellado reciproco de los genes que codifican estas proteinas (27). La
alteracion de Igf2 en el ratén produce un crecimiento reducido (60% de natural) a
partir del dia embrionario 9-11 (28, 29), mientras que los ratones con alteracion de
Igf2r presentan crecimiento fetal excesivo e hiperplasia cardiaca mortal (30, 31). El
crecimiento y el fenotipo de letalidad perinatal se rescata cuando /gf2 también se
altera, sugiriendo que la funcién critica del principio de IGF2R es la regulacién de
IGF-IT (32). Mas recientemente se ha destacado la interaccién funcional especifica
entre IGF-II y IGF2R y su funcién critica en el desarrollo, ya que los embriones
partenogenéticos con expresion del alelo materno /gf2 pueden conducir a desarrollo
normal de ratones vivos con dos genomas maternos, y la supresion epigenética de Igf2r
puede representar sindrome de la cria grande tras clonacidn de células somaticas (33,
34).

[0004] Los dominios de unién de IGF-II divergen en monotremas, marsupiales y
mamiferos euterios (83).

[0005] La regulacion anoémala de la actividad de IGF-II se ha relacionado
repetidamente como una caracteristica comin de tumores tanto en ratdn como en ser
humano (35). Por ejemplo, el aumento de la expresion de IGF-II por pérdida de sellado
(LOI) se ha descrito en una plétora de tipos de tumores que incluyen tumor de Wilms
(36), carcinoma colorrectal (37), rabdomiosarcoma (38), sarcoma de Ewing (39),
carcinoma cervical (40), carcinoma de pulmon (41) y feocromocitoma (42). La LOI de

IGF?2 esta particularmente asociada a una disminucion del riesgo relativo de desarrollar
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carcinoma colorrectal (43, 44). El IGF2R también actiia de supresor tumoral ya que la
pérdida de heterocigosidad del receptor ha sido detectada en varios tipos de tumores
que incluyen tumores de higado, pulmoén y cabeza y cuello (45-48). Ademas, se ha
caracterizado la pérdida de mutaciones de la funcién del receptor (49) y la
sobreexpresion de IGF2R produce una diminucién del crecimiento y un aumento de
apoptosis en modelos de células tumorales (50-53). La estructura cristalina del
dominio 11 de IGF2R se ha resuelto a una resoluciéon de 1,4 A usando dispersion
anomala de azufre (7), y ha sido confirmada por otros (54). La estructura del dominio
11 de IGF2R revela dos sitios hidréfobos sobre la superficie del dominio 11,
identificando el primero el posible sitio de union de IGF-II dentro de la hendidura de la
estructura de barril B, espacialmente analogo al sitio de union de azucar hidrofilo del
CD-MPR, y un segundo que participa en las interacciones dominio-dominio (7, 55). El
sitio de union de IGF-II se forma por las cadenas A, B, Cy D y los bucles AB, CD y
FG, confiriendo bucles méas cortos una cavidad de unién mas superficial que la del CD-
MPR. Los restos Y1542, S1543, G1546 (bucle AB), F1567, G1568, T1570, 11572
(bucle CD), S1596, P1597, P1599 (bucle FG) se han identificado como que estan
significativamente expuestos a disolventes y, por tanto, posiblemente participan en la
interacciéon de IGF-II (7). Previamente, Linnell y col. cuantificaron la interaccion de
IGF-II con el dominio de IGF2R 10-13 expresado en una proteina quimérica de rata
CD4 (dominios 3 y 4) usando resonancia de plasmones superficiales (SPR), y se
confirmo la actividad potenciadora del dominio 13 con respecto a la interaccidon del
dominio 11-IGF-II (15, 56).

[0006] Los presentes inventores han identificado mutantes novedosos del dominio
de uniéon de IGF-II del receptor del factor 2 de crecimiento similar a la insulina
(IGF2R) que tienen afinidad de unién potenciada por IGF-II con respecto al dominio
de union de IGF-II natural, pero no muestran ninguna reduccion en la especificidad.
[0007] Un aspecto de la invencidon proporciona un dominio de uniéon de IGF-II que
estd constituido por la secuencia de aminoéacidos de los restos 1511 a 1650 del IGF2R
humano con 50 o menos restos mutados o alterados,

en el que E1544 esta sustituido por un resto de aminoacido no acido que

es distinto de N, P o G y; en el que el dominio de union de IGF-II se une a IGF-II con
aumento de la afinidad con respecto al dominio de unién de IGF-II natural (restos 1511
a 1650) de IGF2R humano, por ejemplo, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces 0 7
veces o mas de afinidad. La unién del dominio de union de IGF-II mutante a IGF-II

puede tener, por ejemplo, un aumento de la constante de asociacidon (k,s) y/o una
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reduccion de la constante de disociacion (kgis) con respecto al dominio de union de
IGF-II natural.

[0008] Preferentemente, el dominio de unién de IGF-II muestra una especificidad
de union que es idéntica o similar al dominio de unidén de IGF-II natural (restos 1511 a
1650) de IGF2R humano, es decir, muestra no uniéon o sustancialmente no unién a
IGF-1.

[0009] El IGF2R humano tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID
NO: 1y la entrada en la base de datos NP_000867.1 GI: 4504611 y esta codificado por
la secuencia de nucleotidos mostrada en SEQ ID NO: 2 y la entrada en la base de datos
(NM_000876.1 GI: 4504610). La secuencia de aminoacidos de los restos 1511 a 1650
de IGF2R humano se muestra en SEQ ID NO: 3. El resto E1544 en la secuencia de
IGF2R humano se corresponde con el resto E34 de SEQ ID NO: 3. Excepto cuando se
establezca de otro modo, los nimeros de los restos explicados en este documento se
refieren a la posicion del resto en la secuencia de IGF2R humano mostrada en SEQ ID
NO: 1.

[0010] Un resto identificado por su posicion en la secuencia de IGF2R humano
puede identificarse facilmente en una secuencia de IGF2R truncada o variante, tal
como la secuencia del dominio de union de IGF-II mostrada en SEQ ID NO: 3, o
variantes de la misma, por ejemplo, usando alineamiento de secuencias y técnicas de
analisis convencionales.

[0011] Aparte de la sustitucién de un resto de aminoacido no acido que es distinto
de N, P o G en E1544, un dominio de union de IGF-II descrito en este documento
puede tener 50 o menos resto de aminoacidos alterados con respecto a la secuencia de
aminoacidos natural de los restos 1511 a 1650 de IGF2R humano, preferentemente 45
o menos, 40 o menos, 30 o menos, 10 o menos, 5 0 menos o0 3 0 menos.

[0012] Un resto de aminoécido en la secuencia de aminoacidos natural puede estar
alterado o mutado por insercion, deleccion o sustitucion de uno o més aminoécidos.
Tales alteraciones pueden producirse por uno o mas de adicion, insercion, deleccion o
sustitucion de uno o mas nucledtidos en el acido nucleico codificante.

[0013] En algunas realizaciones, los restos F1567 y 11572 no estan mutados, mas
preferentemente, los restos F1567, T1570 y I1572 no estdn mutados, y lo mas
preferentemente, los restos F1567, T1570, 11572, P1597 y P1599 no estdn mutados, es
decir, un dominio de union de IGF-II descrito en este documento comprende F1567,
T1570, 11572, P1597 y P1599 (que se corresponden con los restos F57, T60, 162, P87
y P89 de SEQ ID NO: 3, respectivamente). Preferentemente, el dominio de IGF-II
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mutante retiene la estructura de barril beta del dominio natural.

[0014] En algunas realizaciones preferidas, el dominio de unidén de IGF-II puede
estar constituido por la secuencia de aminoacidos de los restos 1511 a 1650 de IGF2R
humano con el resto E1544 mutado por sustitucidon de un resto de aminoacido no acido
que es distinto de N, P o G.

[0015] El dominio de unién de IGF-II mutante puede compartir al menos el 50%
de identidad de secuencias con la secuencia de aminoacidos natural de los restos 1511
a 1650 de IGF2R humano, al menos el 55%, al menos el 60%, al menos el 65%, al
menos el 70%, al menos aproximadamente el 80%, al menos el 90%, al menos el 95%
o al menos el 98%. La secuencia puede compartir al menos el 60% de similitud con la
secuencia natural, al menos el 70% de similitud, al menos el 80% de similitud, al

menos el 90% de similitud, al menos el 95% de similitud o al menos el 99% de

similitud.
[0016] La similitud e identidad de secuencias se definen comunmente con
referencia al algoritmo GAP (paquete Wisconsin GCG, Accelerys Inc, San Diego

USA). GAP usa el algoritmo de Needleman y Wunsch para alinear dos secuencias
completas que maximiza el nimero de emparejamientos y minimiza el nimero de
huecos. Generalmente se usan parametros por defecto, con una penalizacion por
creacion de hueco = 12 y penalidad por extension de hueco = 4. El uso de GAP puede
preferirse, pero pueden usarse otros algoritmos, por ejemplo, BLAST (que usa el
procedimiento de Altschul y col. (1990) J. Mol. Biol. 215: 405-410), FASTA (que usa
el procedimiento de Pearson y Lipman (1988) PNAS USA 85: 2444-2448), o el
algoritmo de Smith-Waterman (Smith y Waterman (1981) J. Mol Biol. 147: 195-197),
o el programa TBLASTN, de Altschul y col. (1990), anteriormente, empleando
generalmente parametros por defecto. En particular, puede usarse el algoritmo de psi-
Blast (Nucl. Acids Res. (1997) 25 3389-3402). La identidad y la similitud de
secuencias también puede determinarse usando el software Genomequest  (Gene-IT,
Worcester, MA, EE.UU.).

[0017] Las comparaciones de secuencias se hacen preferentemente a lo largo de la
longitud completa de la secuencia relevante descrita en este documento.

[0018] La similitud permite "variacion conservativa", es decir, sustitucién de un
resto hidrofobo tal como isoleucina, valina, leucina o metionina por otro, o la
sustitucion de un resto polar por otro tal como arginina por lisina, dcido glutdmico por
aspartico o glutamina por asparagina.

[0019] En el dominio de unién de IGF-II mutante, el resto E1544 esta sustituido
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por un resto de aminoacido no acido que es distinto de N, P o G, es decir, el dominio
de union de IGF-II comprende un aminoacido distinto de E, D, N, P o G en la posicion
1544 (posicion 34 en SEQ ID NO: 3).

[0020] Por ejemplo, el resto E1544 puede estar sustituido por un resto alifatico tal
como A, V, L o I, puede usarse un resto basico tal como K, R o H, un resto que
contiene azufre tal como C o M, o un resto hidroxilo tal como S o T. Mas
preferentemente, E1544 puede estar sustituido por un resto polar tal como S, o un resto
basico tal como K, R o H. Por ejemplo, el dominio de unidén de IGF-II puede
comprender K, R, H o S en la posicién 1544 (posicion 34 en SEQ ID NO: 3). Lo mas
preferentemente, E1544 esta sustituido por R o K.

[0021] Un dominio de unidn de IGF-II como se describe en este documento puede
comprender uno o mas aminoacidos no naturales, aminoacidos modificados o d-
aminoacidos. El uso de tales aminoacidos es muy conocido para aquellos expertos en
la materia.

[0022] Un dominio de union de IGF-II mutante como se ha descrito anteriormente
puede estar comprendido dentro de un polipéptido.

[0023] En algunas realizaciones, el dominio de uniéon de IGF-II mutante puede
ligarse a secuencias de aminoacidos que no estan ligadas al dominio de unién de IGF-
II natural (dominio 11) de IGF2R en la naturaleza (es decir, secuencias heterdlogas).
[0024] En algunas realizaciones, el polipéptido puede comprender multiples
dominios de union de IGF-II que incluyen, por ejemplo, uno o mas dominios de unién
de IGF2 mutantes como se describen en este documento. Un polipéptido puede
comprender dos, tres, cuatro o mas dominios de union de IGF-II. La presencia de
multiples dominios puede aumentar la capacidad del polipéptido para unirse a IGF-II.
Los dominios pueden ser idénticos (es decir, copias) o pueden ser no idénticos (es
decir, pueden diferenciarse en uno o mas restos de aminoacidos).

[0025] Los dominios de unién de IGF-II pueden estar directamente conectados sin
enlazantes o pueden ligarse mediante secuencias de aminodcidos de IGF2R humano,
secuencias de aminoacidos sintéticos, moléculas orgénicas sintéticas o polipéptidos
que se multimerizan o ensamblan en estructuras poliméricas. En algunas realizaciones,
los dominios de uniéon de IGF2 pueden ligarse mediante marcas de biotina-
estreptavidina.

[0026] El polipéptido puede comprender adicionalmente una o mas secuencias de
aminodcidos adicionales al uno o mas dominios de unién de IGF-II. Por ejemplo, el

polipéptido de unién de IGF-II puede comprender uno o méas dominios adicionales.
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Los dominios adicionales pueden incluir dominios de IGF2R humano tales como el
dominio 13 (restos 1800 a 1991 de la secuencia de IGF2R) y el dominio 12 (restos
1651 a 1799 de la secuencia de IGF2R) o dominios de otros polipéptidos (es decir,
dominios heterdlogos) que mejoran las propiedades de estabilidad, farmacocinética,
eleccion de diana, afinidad, purificacion y produccion del polipéptido, tal como un
dominio Fc de inmunoglobulina que confiere estabilidad/parametros farmacocinéticos
mejorados en fluido bioldgico.

[0027] En algunas realizaciones, el polipéptido puede comprender un dominio Fc
de inmunoglobulina. Los dominios Fc de inmunoglobulina adecuados son muy
conocidos en la técnica e incluyen el dominio Fc de IgG1 humana. El dominio Fc de
inmunoglobulina puede localizarse en el extremo N o el extremo C del dominio de
union de IGF-II.

[0028] El dominio Fc de inmunoglobulina y el dominio de unién de IGF-II pueden
unirse directamente o mediante una molécula enlazante, por ejemplo, un péptido
enlazante.

[0029] Ejemplos de polipéptidos que comprenden un dominio Fc de
inmunoglobulina se muestran en la Figura 8.

[0030] En realizaciones preferidas, el polipéptido no estd comprendido dentro de
un polipéptido de IGF2R de longitud completa.

[0031] En algunas realizaciones, el polipéptido puede comprender una marca de
afinidad que puede ser, por ejemplo, util para purificacion. Una marca de afinidad es
una secuencia de péptidos heterdloga que forma un miembro de un par de unidn
especifica. Los polipéptidos que contienen la marca pueden purificarse por la union del
otro miembro del par de unidn especifica al polipéptido, por ejemplo, en una columna
de afinidad. Por ejemplo, la secuencia de la marca puede formar un epitopo que esta
unido por una molécula de anticuerpo.

[0032] Las marcas de afinidad adecuadas incluyen, por ejemplo, glutation-S-
transferasa (GST), dominio de uniéon a maltosa (MBD), MRGS(H)s, DYKDDDDK
(FLAG")), T7-, S- (KETAAAKFERQHMDS), poli-Arg (Rs.s), poli-His (H,.10), poli-
Cys (C4) poli-Phe(F;;) poli-Asp(Ds.16), marca de estreptavidina I1 (WSHPQFEK), c-
myc (EQKLISEEDL), marca de gripe-HA (Murray, P. J. y col. (1995) Anal Biochem
229, 170-9), marca de Glu-Glu-Phe (Stammers, D. K. y col. (1991) FEBS Lett 283,
298-302), Tag.100 (Qiagen; marca de 12 aa derivada de MAP cinasa 2 de mamifero),
marca Cruz 09 (MKAEFRRQESDR, Santa Cruz Biotechnology Inc.) y marca Cruz
22™ (MRDALDRLDRLA, Santa Cruz Biotechnology Inc.). Las secuencias de marcas
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conocidas se revisan en Terpe (2003) Appl. Microbiol. Biotechnol. 60 523-533.

[0033] En realizaciones preferidas puede usarse una marca de poli-His tal como
(H)s 0o MRGS(H)gs.
[0034] La secuencia de la marca de afinidad puede eliminarse después de la

purificacion, por ejemplo, usando proteasas especificas de sitio.

[0035] En algunas realizaciones, la proteina puede acoplarse a un péptido
conductor apropiado para dirigir la secrecién del polipéptido de fusion a partir de
célula en el medio de cultivo. En la técnica se conoce una gama de péptidos
conductores de sefales adecuados. El péptido conductor de sefiales puede ser
heterélogo al dominio de unién a IGF, es decir, puede ser una secuencia sefial de no
IGF2R. Por ejemplo, puede emplearse una sefial de secrecidon de factor a o secuencia
seflal de BiP. Preferentemente, el péptido sefial se elimina por procesamiento
postraduccional después de la expresion del polipéptido.

[0036] Preferentemente, el polipéptido que comprende o que esta constituido por
uno o mas dominios de unién de IGF-II es soluble. Un polipéptido soluble no se asocia
naturalmente a membranas después de la expresion y no forma agregados en
disolucién acuosa bajo condiciones fisioldgicas. Un polipéptido soluble puede carecer,
por ejemplo, de un dominio transmembrana.

[0037] Otro aspecto de la invencidon proporciona un acido nucleico que codifica
un polipéptido que comprende o que esta constituido por uno o mas dominios de union
de IGF-II mutantes como se describen en este documento.

[0038] El 4cido nucleico que codifica un polipéptido puede estar comprendido en
un vector. Los vectores adecuados pueden elegirse o construirse, conteniendo
secuencias reguladoras apropiadas que incluyen secuencias promotoras, fragmentos
terminadores, secuencias de poliadenilacidon, secuencias potenciadoras, genes
marcadores y otras secuencias segin convenga. Preferentemente, el vector contiene
secuencias reguladoras apropiadas para accionar la expresion del acido nucleico en
células de mamifero. Un vector también puede comprender secuencias tales como
origenes de replicacion y marcadores de seleccidbn que permiten su seleccion y
replicacion en huéspedes bacterianos tales como E. coli.

[0039] Los vectores pueden ser plasmidos, viricos, por ejemplo, fago, o fagémido,
segin convenga. Para mdas detalles véase, por ejemplo, Molecular Cloning: a
Laboratory Manual: 3% edicion, Russell y col., 2001, Cold Spring Harbor Laboratory
Press. Muchas técnicas y protocolos conocidos para la manipulacion de acido nucleico,

por ejemplo, en la preparacion de construcciones de acido nucleico, mutagénesis,



10

15

20

25

30

35

ES 2353674 T3

secuenciacion, introduccion de ADN en células y expresion génica, se describen en
detalle en Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel y col. eds. John Wiley &
Sons, 1992.

[0040] Un acido nucleico o vector como se describe en este documento puede
introducirse en una célula hospedadora.

[0041] En la técnica se conoce una serie de células hospedadoras adecuadas para
la produccion de polipéptidos recombinantes. Las células hospedadoras adecuadas
pueden incluir células procariotas, en particular bacterias tales como E. coli, y células
eucariotas que incluyen células de mamiferos tales como CHO vy lineas celulares
derivadas de CHO (células Lec), células HeLa, COS y HEK293, células de anfibio
tales como oocitos de Xenopus, células de insecto tales como Trichoplusia ni, SO y
Sf21 y células de levadura tales como Pichia pastoris.

[0042] Las técnicas para la introduccion de dcido nucleico en células estan muy
establecidas en la materia y puede emplearse cualquier técnica adecuada segun las
circunstancias particulares. Para células eucariotas, las técnicas adecuadas pueden
incluir transfeccion con fosfato de calcio, DEAE-dextrano, electroporacion,
transfeccion mediada por liposomas y transduccidon usando retrovirus u otros virus, por
ejemplo, adenovirus, AAV, lentivirus o vaccinia. Para células bacterianas, las técnicas
adecuadas pueden incluir transformacién con cloruro de calcio, electroporacion y
transfeccion usando bacteridfago.

[0043] Pueden usarse genes marcadores tales como genes con resistencia o
sensibilidad a antibidticos en la identificacion de clones que contienen 4cido nucleico
de interés, como es muy conocido en la técnica.

[0044] El 4cido nucleico introducido puede estar sobre un vector
extracromosomico dentro de la célula o el 4cido nucleico puede integrarse en el
genoma de la célula hospedadora. La integracién puede promoverse por la inclusion de
secuencias dentro del 4cido nucleico o vector que promueven la recombinacion con el
genoma, segun técnicas convencionales.

[0045] La introduccion puede ir seguida de la expresidon del acido nucleico para
producir el polipéptido codificado que comprende o que esta constituido por uno o mas
dominios de unidon de IGF2 mutantes. En algunas realizaciones, las células huésped
(que pueden incluir células en realidad transformadas, aunque es mas probable que las
células sean descendientes de las células transformadas) pueden cultivarse in vitro en
condiciones para la expresion del acido nucleico de manera que se produzca el

polipéptido de unidén de IGF2 codificado. Si se usa un promotor inducible, la expresion
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puede requerir la activacioén del promotor inducible.

[0046] El polipéptido expresado que comprende o que estd constituido por uno o
mas dominios de unidén de IGF-II mutantes puede aislarse y/o purificarse, después de
producirse. Esto puede lograrse usando cualquier procedimiento conveniente conocido
en la técnica. Las técnicas para la purificacion de polipéptidos recombinantes son muy
conocidas en la técnica e incluyen, por ejemplo, HPLC, FPLC o cromatografia de
afinidad. En algunas realizaciones, la purificacién puede realizarse usando una marca
de afinidad sobre el polipéptido como se ha descrito anteriormente.

[0047] Los polipéptidos que comprenden o que estan constituidos por uno o mas
dominios de union de IGF2 mutantes que se producen como se describe pueden
investigarse adicionalmente, por ejemplo, pueden determinarse las propiedades
farmacoldgicas y/o actividad. Los procedimientos y medios de analisis de proteinas
son muy conocidos en la técnica.

[0048] Otro aspecto de la invencion proporciona un polipéptido que comprende o
que esta constituido por uno o mas dominios de union de IGF-II, un &cido nucleico o
una célula huésped como se describe en este documento para uso en un procedimiento
de tratamiento del cuerpo humano o animal por terapia. Por ejemplo, el polipéptido
que comprende un dominio de unién de IGF2, acido nucleico o célula hospedadora
como se describe en este documento puede usarse en un procedimiento de tratamiento
de cancer.

[0049] Otro aspecto de la invencion proporciona el uso de un polipéptido que
comprende o que estd constituido por uno o mas dominios de unién de IGF-II, un
acido nucleico o una célula hospedadora como se describe en este documento en la
preparacion de un medicamento para uso en el tratamiento de cancer.

[0050] Los canceres que pueden tratarse como se describe en este documento
incluyen cénceres caracterizados por regulacion por incremento de IGF-II, por
ejemplo, canceres colorrectales tales como adenoma intestinal y carcinoma colorrectal,
canceres cervicales tales como carcinoma cervical, canceres de pulmon tales como
carcinoma de pulmoén, canceres de rifion tales como tumor de Wilms, cénceres de
musculo tales como rabdomiosarcoma, canceres dseos tales como sarcoma de Ewing,
canceres endocrinos tales como feocromocitoma, canceres de higado tales como
carcinoma hepatocelular, tumores cerebrales tales como glioblastoma, canceres de
mama tales como canceres inflamatorios de mama, canceres gastrointestinales
superiores tales como cancer pancredtico, canceres hematologicos tales como mieloma,

sarcomas de tejido blando tales como hemangiopericitoma y canceres que producen
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hipoglucemia relacionada con tumores relacionada con el aumento de niveles en
circulacion de IGF2 y/o expresan los genes de IGF-II a altos niveles.

[0051] Los polipéptidos como se describen en este documento también pueden ser
utiles como agentes que eligen cancer como diana para administrar otras moléculas
anticancerosas a tumores, radiomarcas para detectar y tratar tumores y agentes
sensibilizantes que sensibilizan tumores a otras terapias contra el cancer que incluyen
quimioterapia y radioterapia.

[0052] Mientras que un polipéptido que comprende o que estd constituido por uno
o mas dominios de union de IGF2, un acido nucleico o una célula huésped como se
describe en este documento puede administrarse solo, es preferible presentarlo como
una composicién farmacéutica (por ejemplo, formulacion) que comprende el
polipéptido, acido nucleico o célula junto con uno o mas vehiculos farmacéuticamente
aceptables, adyuvantes, excipientes, diluyentes, cargas, tampones, estabilizadores,
conservantes, lubricantes, u otros materiales muy conocidos para aquellos expertos en
la materia y, opcionalmente, otros agentes terapéuticos o profilacticos.

[0053] Por tanto, los procedimientos como se describen en este documento pueden
comprender la etapa de formular un polipéptido que comprende o que estd constituido
por uno o mas dominios de unién de IGF2, un acido nucleico o una célula huésped
como se describe en este documento con un vehiculo, adyuvante o excipiente
farmacéuticamente aceptable.

[0054] El término "farmacéuticamente aceptable” como se usa en este documento
se refiere a compuestos, materiales, composiciones y/o formas farmacéuticas que,
dentro del alcance del juicio médico razonable, son adecuados para uso en contacto
con los tejidos de un sujeto (por ejemplo, humano) sin excesiva toxicidad, irritacion,
respuesta alérgica u otro problema o complicacidon, acorde con una relacion de
beneficio/riesgo razonable. Cada vehiculo, excipiente, etc., también debe ser
"aceptable" en el sentido de ser compatible con los otros componentes de formulacion.
La naturaleza precisa del vehiculo u otro material dependerda de la via de
administracién, que puede ser oral o mediante inyeccién, por ejemplo, cutdnea,
subcutdnea o intravenosa.

[0055] Las composiciones farmacéuticas para administracion por via oral pueden
ser en comprimido, capsula, polvo o forma liquida. Un comprimido puede incluir un
vehiculo so6lido tal como gelatina o un adyuvante. Las composiciones farmacéuticas
liquidas generalmente incluyen un vehiculo liquido tal como agua, petrdleo, aceites

animales o vegetales, aceite mineral o aceite sintético. Puede incluirse solucidn salina
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fisioldgica, dextrosa u otra disolucion de sacaridos o glicoles tales como etilenglicol,
propilenglicol o polietilenglicol.

[0056] Para inyeccidn intravenosa, cutanea o subcutanea, o inyeccion en el sitio
de afliccién, el principio activo estard en forma de una disolucién acuosa
parenteralmente aceptable que estd libre de pirdgenos y tiene pH, isotonicidad y
estabilidad adecuados. Los expertos de habilidad relevante en la materia pueden
preparar bien disoluciones adecuadas usando, por ejemplo, vehiculos isotdnicos tales
como inyeccion de cloruro sodico, inyeccion de Ringer o inyeccion de Ringer con
lactato. Pueden incluirse conservantes, estabilizadores, tampones, antioxidantes y/u
otros aditivos, segun se requiera.

[0057] Los vehiculos, excipientes, etc., adecuados pueden encontrarse en textos
farmacéuticos convencionales, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 18?
edicion, Mack Publishing Company, Easton, Pa., 1990.

[0058] Las composiciones y formulaciones farmacéuticas pueden presentarse
convenientemente en forma farmacéutica unitaria y pueden prepararse mediante
cualquier procedimiento muy conocido en la técnica de la farmacia. Tales
procedimientos incluyen la etapa de asociar el polipéptido de unidon de IGF-II, acido
nucleico o célula huésped al vehiculo que constituye uno o mas componentes
auxiliares. En general, las composiciones se preparan asociando uniforme e
intimamente el compuesto activo a vehiculos liquidos o vehiculos sdlidos finamente
divididos, o ambos, y luego, si fuera necesario, moldeando el producto.

[0059] Tanto si es un dominio de uniéon de IGF-II como un polipéptido, acido
nucleico o célula hospedadora segun la presente invencion que va a administrarse a un
individuo, la administracion es preferentemente en una "cantidad profilacticamente
eficaz" o una "cantidad terapéuticamente eficaz" (segin sea el caso, aunque la
profilaxis puede considerarse terapia), siendo esto suficiente para mostrar el beneficio
al individuo. La cantidad real administrada, y la velocidad y el transcurso de tiempo de
la administracion, dependeran de la naturaleza y la gravedad de lo que esta tratandose.
La prescripcidon de tratamiento, por ejemplo, decisiones sobre la dosificacidn, etc., esta
dentro de la responsabilidad de médicos generales y otros doctores médicos.

[0060] Una composiciéon puede administrarse sola o en combinacidn con otros
tratamientos, tanto simultdneamente como secuencialmente, dependiendo de las
circunstancias del individuo que va a tratarse.

[0061] Diversos aspectos y realizaciones adicionales de la presente invencidon

seran evidentes para aquellos expertos en la materia en vista de la presente
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divulgacion.
[0062] Las definiciones y descripciones de las caracteristicas explicadas
anteriormente se aplican a todos los aspectos y realizaciones que comprenden aquellas

caracteristicas, a menos que el contexto lo dicte de otro modo.

5 [0063] Ahora se ilustraran ciertos aspectos y realizaciones de la invencidon a modo

10

15

20

25

30

35

de ejemplo y con referencia a las figuras y tablas descritas mas adelante.

La Figura 1 muestra sensogramas obtenidos de soluciones variables para el
andlisis de la union de IGF-II al dominio 11 por SPR. Los experimentos de SPR
se realizaron usando tanto el dominio 11 (a, b, ¢) como IGF-II (d, e, f) como
ligando inmovilizado. Se inyectaron muestras por duplicado de IGF-II a 268,
134, 67, 33,5, 17,8, 8,4, 4,2 y 2,1 nM sobre CD4-11 biotinilado de células 293T
(a), dominio 11 acoplado a amina de E. coli (b) y dominio 11 biotinilado de
levadura (c). El IGF-II biotinilado se inmovilizé al chip, inyecciones de analito
de CD4-11 bruto a 240, 120, 60, 30, 15, 7,5 y 3,8 nM (d), 11 se purifico de E.
coli a 4096, 2048, 1024, 512, 256, 128, 64, 32, 16 y 8 nM (obsérvese que las
trazas de 4096 y 2048 nM se solapan en este ejemplo) (e) y 11 se purificé a partir
de levadura a 4096, 2048, 1024, 512, 256, 128, 64, 32, 16 y 8nM (f).

La Figura 2 muestra el sitio de union de IGF-II del dominio 11 y la localizacion
de restos mutados. La Figura 2(a) muestra la secuencia de aminoacidos primaria
del dominio 11 de IGF2R (aminoacidos 1511-1650). Las regiones de bucle que
forman el parche hidréfobo del sitio de union de IGF-II putativo estan
encuadradas y los restos interactuantes candidatos que se mutaron en este estudio
se muestran en negrita. La naturaleza de cada resto mutado se indica
anteriormente (a = acido, b = basico, h = hidréfobo y p = polar). La Figura 2(b)
muestra la regidén del dominio 11 que engloba los restos mutados (subrayados en
a) y las mutaciones especificas generadas.

La Figura 3 muestra un diagrama de proteinas de fusiéon del dominio 11
(naturales o que llevan mutantes dirigidos a sitio) con marca de Hisg en el
extremo C y sefial de secrecion del factor a en el extremo N. El dominio 11
expresado estd constituido por los aminodcidos 1511-1650 de IGF2R. La
escision de la sefial del factor a (en el sitio indicado por la flecha) durante la
secrecion genera la proteina de 17 kDa soluble final.

La Figura 4 muestra sensogramas obtenidos de andlisis de SPR de
construcciones del dominio 11 de IGF2R naturales y mutadas que se unen a IGF-

II. Los sensogramas se obtuvieron después de inyecciones del dominio 11
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natural (a) o dominio 11 que lleva las siguientes alteraciones de un tnico resto:
en el bucle AB, Y1542A (b), S1543A (c), E1544A (d) y K1545A (e), en el bucle
CD, F1567A (f), Q1569A (g), T1570A (h), I1572A (i) y [1572T (j) en el bucle
FG, S1596A (k) o en el bucle GH, G1619R (1). Para todos excepto para (f), (i) y
(j), las inyecciones de analito por duplicado se realizaron a concentraciones de
4096, 2048, 1024, 512, 256, 128, 64, 32, 16 y 8 nM. Para (f), (i) y (j) se inyecto
analito a 16384, 8192, 4096, 2048, 1024, 512, 256, 128, 64 y 32 nM. La
inspeccion de los sensogramas muestra que las mutaciones F1567A (f), [1572A
(1) y I1572T (j) casi suprimen la unién de IGF-II, S1543A (c), QI569A (g) y
S1596A (k) tienen poco efecto y Y1542A (b) y T1570A (h) tiene un impacto
intermedio. El polimorfismo G1619R (1) tiene una interaccion natural evidente y
la mutacion E1544A (d) tiene un efecto positivo modesto sobre la unidon de IGF-
IL.

La Figura 5 muestra sensogramas obtenidos de analisis de SPR del dominio 11
natural y mutantes en la posicion 1544 que interaccionan con sensogramas que
se obtuvieron después de inyecciones de dominio 11 natural (a) o mutantes del
dominio 11 con las siguiente sustituciones en la posicion 1544: E1544A (b),
E1544V (c), E1544K (d). Las inyecciones de analito por duplicado se realizaron
a concentraciones de 4096, 2048, 1024, 512, 256, 128, 64, 32, 16 y 8 nM. Los
sensogramas para E1544A (b) y E1544V (¢) muestran un aumento modesto pero
visible en la afinidad con respecto al natural (a), mientras que E1544K (d)
muestra claramente un marcado aumento en la afinidad, con una disminucion
obvia en la constante de disociacion (véase la Tabla 4).

La Figura 6 muestra el analisis de la unién del dominio 11 natural y de E1544A a
IGF-II por calorimetria de valoracion isotérmica. La Figura 6(a) muestra el calor
entalpico desprendido por segundo para el blanco (compensacion con +0,05
pcal/s), 11 (compensacion con -0,2 pcal/s) y E1544A. La Figura 6(b) muestra
isotermas de union integradas para las valoraciones de IGF-II en el dominio 11
(compensacién con -4 kcal/mol) y el mutante E1544A después de restar el
blanco. El ajuste de los datos experimentales a un modelo de un tnico sitio (linea
roja) generd valores de Kp de 150 + 4,4 nM para el dominio 11 y 81 + §,8 nM
para E1544A. Los valores son la media = D.E. de los experimentos por
duplicado.

La Figura 7 muestra un histograma que muestra afinidades en estado estacionario

(Kp) obtenidas de construcciones del dominio 11 especificamente mutadas para
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sustituir el resto glutamato en la posicion 1544 con el aminoécido indicado. Se
ha incluido la afinidad del dominio 11 natural (WT) para la comparacion. Las
columnas individuales estdn sombreadas para reflejar la propiedad del resto
introducido (puntos = hidrofobo, sin sombrear = polar, sombreadas = basico,
lineas diagonales = &cido). Barras = error estandar de la media.

La Figura 8 muestra el dominio 11 de IGF2R humano clonado en los vectores de
expresion pPICOK y pMT/BiP/V5-His B; incluyendo el Gltimo vector una marca
Fc de IgG1 humana en el extremo C para la dimerizacion.

La Figura 9 muestra que el aumento de la dosis de IGF-II conduce a un aumento
en la fosforilacion de PKB en lineas celulares HaCaT. Las muestras se sondearon
con un anticuerpo PKB dirigido contra fosfo-(Ser473). La carga igual se
confirmé volviendo a probar la transferencia con un anticuerpo para o-tubulina.
La Figura 10 muestra que el aumento de la dosis de IGF-II conduce a un
aumento en la fosforilacion de PKB en fibroblastos embrionarios de raton (MEF)
inmortalizados homocigéticos nulos para Igf2 (Igf2™") y lineas celulares HaCaT.
La Figura 11 muestra una comparacion de las construcciones del dominio 11 con
dos mutaciones diferentes, E1544K (que potencia la union de IGF-1I) y I[1572A
(que inhibe la union de IGF-II), tanto con como sin una marca Fc, en su
capacidad para bloquear las acciones de IGF-II en MEF Igf2™".

La Figura 12 muestra una comparacién de proteinas homodiméricas de Fc en su
capacidad para bloquear las acciones de IGF-II en MEF Igf2”". La construccién
115P*K_Fe inhibio significativamente la proliferacion estimulada por IGF-II
(*p=0,024, n=3 experimentos con muestras por triplicado, £EEM) en
comparacion con 11-Fc, atin cuando la afinidad para IGF-II es del mismo orden
de magnitud.

La Figura 13 muestra que 115"°***-Fc disminuye la proliferacién estimulada por
IGF-II de células HaCaT en un modo dependiente de la dosis, como se determina
por incorporacion de *H-timidina.

1544K . sz ~ 12 sz
1515*%_E¢ bloquea la proliferacion y sefializaciéon de

La Figura 14 muestra que 1
un modo dependiente de IGF-II tanto en HaCaT como en MEF Igf2”
inmortalizados como se determina por incorporacion de *H-timidina.

La Tabla 1 muestra los cebadores de oligonucleotidos que se usaron para generar
mutantes sitiodirigidos. La secuencia de los pares de cebadores de
oligonucledtidos directos e inversos se usé para la mutagénesis sitio dirigida para

generar construcciones del dominio 11 que codifican cambios de un unico resto.
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El tipo en negrita indica el codén alterado y las bases mutadas se muestran en
subindice. (NM_000876.1 GI: 4504610 IGF2R humano).

La Tabla 2 muestra los datos de cinética de SPR para la interaccién de IGF2 con
el dominio 11 purificado a partir tanto de E. coli como de Pichia pastoris. Los
valores son la media = E.E.M. de tres experimentos separados.

La Tabla 3 muestra datos cinéticos obtenidos de analisis de SPR de mutantes del
dominio 11 que interaccionan con IGF2. La afinidad relativa se calculd
dividiendo los valores en estado estacionario para KD entre los obtenidos a partir
del receptor del dominio 11 natural. Los valores son la media + E.E.M. de tres
experimentos separados.

La Tabla 4 muestra datos cinéticos obtenidos del andlisis de SPR del dominio 11
mutado en la posicion 1544 que interactua con IGF2. Los valores son la media +
E.E.M. de tres experimentos separados.

La Tabla 5 muestra datos cinéticos obtenidos del andlisis de SPR del dominio 11
en el que E1544 se sustituyd con todos los restos posibles de aminodacidos.

La Tabla 6 muestra una comparacion de las constantes de afinidad de disociacidon
de IGF2 (Kp) de construcciones del dominio 11 seleccionadas determinadas
usando tanto Biacore como ITC

La Tabla 7 muestra las masas calculadas, puntos isoeléctricos y coeficientes de
extincion molar de las proteinas del dominio 11 de IGF2R descritas en este
documento.

La Tabla 8 muestra las constantes cinéticas y de afinidad para la unién de IGF2 a
proteinas del dominio 11 de IGF2R descritas en este documento.

Experimentos
Procedimientos

Construccion de plasmidos para la expresion del dominio 11 de IGF2R y mutantes
sitiodirigidos

[0064] El dominio 11 de IGF2R se amplificdé por PCR a partir del pldsmido
pEFBOS que contenia los dominios 10-13 previamente descritos por Linnell y col.
(15) y derivados de ATCC (J03528) wusando los cebadores 11EF (5'-
AAAAGAATTCAACGAGCATGATGA-3") y 11AR (5'-
AAAACCTAGGGGTCGCTTGCTCGCAGGC-3") que incorporan sitios de restriccion
EcoRI y Avrll, respectivamente. El producto se ligd por extremos romos en el vector
pCR-Blunt (Invitrogen) para generar pCR-11. Las construcciones mutantes que

codifican cambios de un Unico resto se generaron usando el kit de mutagénesis sitio
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dirigida QuikChange II (Stratagene) seguin los protocolos del fabricante usando pCR-
11 como molde y pares de cebadores como se muestran en la Tabla 1. Las mutaciones
deseadas se confirmaron por secuenciacion bidireccional de ADN realizada por The
Sequencing Service (School of Life Sciences, Universidad de Dundee, Escocia,
www.ADNseq.co.uk) usando quimica de Big-Dye Ver 3.1 de Applied Biosystems en
un secuenciador de ADN capilar automatizado modelo 3730 de Applied Biosystems.
[0065] las construcciones no genomanipuladas y mutantes se escindieron con
EcoRI y Avrll para la clonacidon en el vector de expresion de Pichia pastoris pPIC-
HIS, generando pPIC-11 (tanto no genomanipulado como con la mutacién indicada).
El vector pPIC-HIS usado en este estudio se derivd del plasmido de expresion pPIC-
9K de Invitrogen en el que la expresion de alto nivel es impulsada por el promotor
AOXI1 inducible por metanol y la proteina expresada se elige como diana para la
secrecion en los medios de crecimiento por fusion al factor a de feromonas de
acoplamiento a Saccharomyces cerevisiae. Esta secuencia sefial se escinde eficazmente
durante la secrecion produciendo proteina nativa. El vector pPIC-HIS para la expresion
de construcciones no genomanipuladas y mutantes del dominio 11 se generd alterando
pPIC-9K por la insercion de un enlazante bicatenario formado por hibridaciéon de los
siguientes oligonucledtidos HISF (5'-CTAGGCATCATCACCATCACCATTAAG-3")
HISR (5-CTAGCTTAATGGTGATGGTGATGATGC-3") en el sitio de restriccion
Avrll. El enlazante se disefié de forma que la clonacion de las construcciones del
dominio 11 en el sitio EcoRI y Avrll resultante produjera una fusién en marco con una
marca de His6 en el extremo C para la deteccion y purificacion. El vector pPIC-Bio
para la expresion en Pichia del dominio 11 con un motivo de biotinilacidon se generd
similarmente por insercion de un enlazante bicatenario formado por hibridacidon de los
siguientes oligonucledtidos;

BIOF(5'-
CTAGGGGTCTGAACGACATCTTCGAGGCTCAGAAAATCGAATGGCACGAA
G)

y

BIOR(5'-
CTAGCTTCGTGCCATTCGATTTTCTGAGCCTCGAAGATGTCGTTCAGACCC);
en el sitio de restriccion Avrll de pPIK-9K. El enlazante codifica la secuencia de
Avitag para el eficaz marcado con biotina usando la enzima BirA (Avidity, Denver,
EE.UU.). La posterior clonacion del dominio 11 en los sitios de restriccion EcoRI y

Avrll produjo una fusion del extremo C en el marco. Para la proteina del dominio 11
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de IGF2R expresada en bacterias, el dominio 11 se subclon6 en el vector pET-15, se
expreso, la proteina se purificd y se replegé como se describe (7).

Transformacion y expresion del dominio 11 y construcciones mutantes en células 293T
[0066] Las transfecciones y expresion de las construcciones CD4-IGF2R del
dominio 11 (natural y mutantes 11572T) fueron como se describe (15).

Transformacion y expresion del dominio 11 y construcciones mutantes en Pichia
pastoris

[0067] La integracidn elegida como diana de las construcciones de expresion en el
locus his4 del genoma de P. pastoris se logré linealizando aproximadamente 5 pg del
vector relevante dentro del gen HIS4 usando Sall antes de la transformacion en la cepa
GS115 de P. pastoris auxotréfica para histidina (Invitrogen) por electroporacion segun
las instrucciones de Invitrogen. Brevemente, un cultivo de levadura de 5 ml se cultivd
durante la noche en YPD (extracto de levadura al 1%, peptona al 2%, glucosa al 2%) a
A600 2,0, éste se diluydo a A600 0,1 en 50 ml de YPD y se cultivd hasta que A600
alcanzo 1,5 (4-5 horas). Después de lavar, las células se resuspendieron afiadiendo
200 pl de sorbitol 1 M frio en hielo. Entonces se afiadieron 80 pl de la mezcla de
células al ADN transformante en una cubeta Gene Pulser de 0,2 cm (BioRad) y se
electropord a 1500 kV, 25 pF, 400 Q. Inmediatamente se afiadidé 1 ml de sorbitol 1 M
frio en hielo a la mezcla antes de diseminarlo en placas MD (YNB al 1,34%, biotina al
4 x 10°%, dextrosa al 2%, agar al 2%) para seleccionar prototrofos de histidina.

[0068] Para la expresion, cada cepa se cultivo a 30°C, 250 r.p.m. en matraces
conicos de 250 ml que contenian 50 ml de BMGY (extracto de levadura al 1%,
peptona al 2%, fosfato de potasio 100 mM a pH 6,0, YNB al 1,34%, biotina al 4 x 10
>%, glicerina al 1%), inoculada a partir de un cultivo iniciador de 5 ml durante la
noche, durante 24 horas (A600 - 6,0). Se llevd a cabo la mutagénesis del dominio 11
de IGF2R vy la cinética de union de IGF-II antes de que se cosecharan las células por
centrifugacidon y que se indujeran para la expresion transfiriéndose a 50 ml de BMMY
(extracto de levadura al 1%, peptona al 2%, fosfato de potasio 100 mM a pH 6,0, YNB
al 1,34%, biotina al 4 x 10°%, 0,5% metanol). Los cultivos se complementaron con
metanol hasta un volumen final del 1% después de otras 24 y 48 horas, tras lo cual las
células se eliminaron por centrifugacion y el sobrenadante se retuvo. Los
sobrenadantes se sometieron a SDS-PAGE y se analizaron tanto por tinciéon con
Coomassie como por transferencia Western. Para las proteinas que llevan la marca
His6, las transferencias se sondearon usando un anticuerpo monoclonal dirigido contra

His6 de raton conjugado con peroxidasa (Roche Diagnostics) y se visualizaron usando
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ECL (Amersham Biosciences).

Purificacion de proteinas expresadas en levadura

[0069] Se pasaron 50 ml de sobrenadante de levadura a través de un filtro de 0,22
um, se concentraron en un concentrador centrifugo Amicon Ultra (10 kDa) y se
purificaron usando un cartucho de His-Bind Quick 300 (Novagen) siguiendo los
protocolos del fabricante, seguido de intercambio de tampén (HEPES 10 mM, pH 7,4,
NaCl 150 mM, EDTA 3 mM, tensioactivo P20 al 0,005%).

[0070] Las concentraciones se determinaron midiendo la absorbancia a 280 nm y
aplicando coeficientes de extincibon como se calculan por ProtParam
(http://us.expasy.org/tools/protparam.html).

Espectroscopia de dicroismo circular

[0071] Los espectros de DC se obtuvieron a partir de 0,1 mg/ml de
disolucién de proteina en tampoén fosfato de sodio 10 mM a pH 7,4 usando un
espectropolarimetro Jobin-Yvon CD6 durante un intervalo de longitud de onda de 190-
250 nm a través de una longitud de paso de 1 mm. Se promediaron los espectros de
UV de 10 mediciones y se corrigieron para la sefial de DC del disolvente.

Filtracion analitica en gel

[0072] La filtracién analitica en gel se llevd a cabo en una columna Superdex 75
HR 26/60 (Amersham Biosciences) equilibrada con tampén HBS-E ligada a un
sistema purificador AKTA (Amersham Biosciences). La columna se calibr6 con BSA
(66 kDa), anhidrasa carbdnica (29 kDa) y citocromo ¢ (12,5 kDa). La proteina
purificada se carg6 a 5 mg/ml. El peso molecular del dominio 11 se determind a
partir de una representacién de Ve/Vo frente al log (PM) de los patrones, en la que Ve
es el volumen de elucion de la proteina y Vo es el volumen inicial. El volumen inicial
para la columna se determind mediante la elucion de dextrano azul (2000 kDa).
Ultracentrifugacion analitica

[0073] Los experimentos del equilibrio de sedimentacién se realizaron en una
ultracentrifuga analitica Beckman XL.-A (Beckman, Palo Alto, California, USA) como
se describe previamente (79). Los datos se ajustaron por analisis de minimos cuadrados
no lineales usando el software ORIGIN (80) a un unico valor para M, 4, usando el
volumen especifico parcial calculado por SEDNTERP(80). Los ajustes se evaluaron
basandose en la variacidon al azar en los restos, en los que los restos representan la
diferencia entre cada punto de dato y el punto tedrico correspondiente en la curva
ajustada.

Andlisis de resonancia de plasmones superficiales
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[0074] El andlisis cinético por resonancia de plasmones superficiales (SPR) se
realizé en un biosensor BIAcore 3000 (BIAcore, Uppsala, Suecia) a 25°C en HBS-EP
(HEPES 10 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM, tensioactivo P20 al 0,005%) a
una velocidad de flujo de 40 pl/min. Después del acondicionamiento previo, el chip
sensor con 3 inyecciones X 1 min de NaCl 1 M, NaOH 50 mM, aproximadamente 50
unidades de respuesta (UR) de biotinil-IGF-I humano recombinante o biotinil-IGF-II
(GroPep Ltd, Adelaida, Australia) se inmovilizd sobre chip sensor SA por captura por
afinidad por estreptavidina. Los experimentos cinéticos consistieron en una inyeccion
de dos minutos de analito seguido de una fase de disociacién de 100 s en tampon de
electroforesis, tras lo cual la superficie de union se regenerd con una inyeccidon de 2
minutos de MgCl, 2 M. Se us6 una celda de flujo de blanco para la resta de la
referencia en linea de cambios debidos a diferencias en el indice de refraccion del
tampon de electroforesis frente a la muestra y se usd una inyeccién de sélo tampon
para restar el ruido y la desviacion del instrumento. Las inyecciones se realizaron por
duplicado para cada concentracién y en un orden aleatorizado. Los pardmetros
cinéticos se determinaron mediante ajuste global de sensogramas a un modelo de unién
de dos estados (cambio conformacional) usando el software BIAevaluation version
4.0.1. En todos los casos, el componente minoritario hizo una contribucion
insignificante a la afinidad global y como tal s6lo se usaron los pardmetros cinéticos
del componente de unién principal. Para cada interaccion también se calculd la
constante de afinidad por disociacion (Kp) ajustando la respuesta de cada
concentracion en equilibrio a un modelo de afinidad en estado estacionario usando
BlAevaluation. Con el fin de investigar la influencia de la fuerza idnica, los
experimentos cinéticos se realizaron en tampones de electroforesis de HBS-EP que
contenian la concentracién de NaCl deseada. En cada caso, las muestras de analito se
prepararon en el tampdn de electroforesis apropiado antes de la inyeccion.

[0075] Los datos para el andlisis termodindmico se obtuvieron en un BlIAcore
T100 realizando experimentos cinéticos a temperaturas de 20°C, 25°C, 30°C, 37°C y
42°C en HBS-EP (HEPES 10 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM, tensioactivo
P20 al 0,05%). El andlisis cinético a cada temperatura se realizdo como antes usando -
50 UR de IGF2 biotinilado inmovilizado sobre una superficie de chip sensor SA. Las
inyecciones de analito por duplicado se realizaron a 512, 256, 128, 64, 32, 16, y 8§ nM
después de que cada una de las superficies se regeneraran usando una inyeccion de 2
min de MgCl 2 M. Se us6 una celda de flujo de blanco e inyecciones de blanco de

tampon para la resta de la referencia. Los datos se analizaron usando la herramienta de
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evaluacion BIAcore T100. Los sensogramas generados a cada temperatura se ajustaron
a un modelo de reaccion de dos estados. Los pardmetros cinéticos y de afinidad
derivados del componente principal se ajustaron a las formas lineales de las ecuaciones
de van't Hoff y Eyring para obtener valores para AH, AS®, AH% y AS®*.

[0076] Los experimentos de union cinética para proteinas del dominio 11 de
IGF2R marcadas con Fc se llevaron a cabo a 25°C a una velocidad de flujo de 75
pul/min en tampdén de union HBS-EP. Para los ensayos cinéticos se prepararon seis
concentraciones de proteina del dominio 11 de IGF2R marcada con Fc realizando
diluciones seriadas dos veces (en HBS-EP) que oscilaban de 2,464 nM a 0,077 nM. Se
incluyeron un control de tampon y una celda de flujo de referencia. Los analitos se
inyectaron sobre la superficie del ligando durante 3 min, tras lo cual las disoluciones
de analito se sustituyeron por tampén HBS-EP durante 1 hora. La regeneracion del
chip sensor para las posteriores inyecciones se llevd a cabo mediante una inyeccion de
60 pl de MgCl, 2 M. Todos los experimentos se repitieron por triplicado. La
transformacion de datos y las representaciones de superposicidon se prepararon con el
software BIAevaluation version 4.0.1. Se restaron los datos de la celda de flujo de
referencia y se eliminaron las puntas de regeneracién y de aire. Las curvas se
transformaron en x e y, y se restd el control de tampdén. Los datos se ajustaron
simultaneamente y se incluyeron tantos datos de asociacion y de disociacion como fue
posible. Los momentos de inicio y parada de la inyeccion se fijaron con precision y los
datos se fijaron usando el modelo de analito bivalente para el ajuste de curvas sin
cambio aparente del indice de refraccion. Los experimentos de control de transferencia
de masas se realizaron inyectando proteina 11%"****-F¢ 0,616 nM a cinco velocidades
de flyjo: 5, 20, 40, 60 y 75 ul/min. Las curvas de unidon se compararon para su
conformidad.

Calorimetria de valoracion isotérmica

[0077] Las mediciones calorimétricas se realizaron usando un microcalorimetro
VP-ITC (MicroCal). Todas las disoluciones se desgasificaron minuciosamente antes de
uso mediante agitacion a vacio. Las valoraciones se realizaron a 25°C y consistieron en
17 inyecciones x 15 pul (después de un inyeccidn inicial de 7,5 pl) de IGF-I1 40 uM en
tampon HBS-E (HEPES 10 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM) a una tasa de 1
inyeccion cada 3 min. La célula de muestra contuvo tanto el dominio 11 no
genomanipulado (7 uM) como el mutante E1544A (8 uM), también en tampén HBS-E.
Para corregir los efectos del calor de dilucion y el mezclado se restaron los calores de

reaccion obtenidos de un experimento de control, en el que IGF2 se inyecté en HBS-E.
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Los datos calorimétricos se analizaron usando el software MicroCal ORIGIN (version
5.0) suministrado con el instrumento. Los pardmetros termodindmicos se derivaron
ajustando las isotermas de unién a un modelo de unidén de un unico sitio. Los valores
para las constantes de afinidad por disociacion (KD) se determinaron a partir de
experimentos por duplicado.

Construccion de vectores de expresion de trampa de ligandos de IGF-II marcados con
Fc

[0078] El dominio 11 de ADNc de M6P/IGF2R se amplificéd por PCR a partir del
plasmido pEFBOS 1-15 (17) usando Pwo polimerasa (Roche) y el sitio Bg/Il que

contenia el cebador directo Bgl-11-directo (5'-
AAAAAAAAAGATCTCCCATGAAGAGCAACGAGCATGAT-3") y el sitio Agel
que contenia el cebador inverso Age-11-inverso (5'-

AAAAACCGGTGCAGGCCAGCGGCGTGTG-3"). El producto de PCR se desald
usando filtros Microcon YM-100 (Millipore) y se digirid6 con las enzimas de
restriccion Bg/ll y Agel. El producto de PCR digerido se purifico en gel usando
Geneclean (Q-BIOgene, Cambridge, RU) y se clond en el vector de expresion
pMT/BiP/V5-His B de Drosophila purificado en gel digerido dos veces con Bg/ll y
Agel para crear pDesl1. Entonces, esta construccion se marco en el extremo C con el
dominio Fc de IgG1 humana como un motivo de dimerizacion. Para lograr esto, el
ADNCc del dominio Fc se amplificé por PCR a partir del clon de IMAGE 4851063
(ATCC-6878978) usando Pwo polimerasa y el sitio Agel que contenia los cebadores
Age-Fc-directo  (5'-AAAAACCGGTGAGCCCAAATCTTCTGACAAAACTC-3") vy
Age-Fc-inverso (5'-AAAAACCGGTTTTACCCGGAGACAGGGAGAGG-3'") segun la
exposicion razonada descrita previamente (82). El producto de PCR se limpié con un
Microcon YM-100, se digiri6 con Agel, se purifico por Geneclean y se clond en Agel
digerido y CIAP se desfosforilo con pDesl1 para crear pDesl1-Fc. La orientacion del
gen de Fc clonado se determind por PCR usando los cebadores Bgl-11-directo y Age-
Fc-inverso. Para facilitar la futura clonacion de 11-Fc en otros vectores de expresion,
el dominio 11 de unidn del sitio Agel a la marca Fc se elimind usando el kit de
mutagénesis Stratagene ExSite y los oligonucleodtidos fosforilados en 5' Fc ExSite
directo (5'-GAGCCCAAATCTTCTGACAAAACTCACAC-3") y 11 ExSite inverso
(5'-TTCGGTCGCTTGCTCGCAGG-3"). Las versiones mutantes nulas sitiodirigidas y
potenciadas del dominio 11 se prepararon usando los oligonucledtidos y los protocolos

11572A
11 57

descritos (75), concretamente 115°* y . Por tanto, se generaron vectores de

expresion del dominio 11'"°7** marcado con Fc (mutante nulo) y del dominio marcado
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E1544K 111572A 1E1544K_

con Fc 11 (mutante potenciando), y se llamaron pDes1 -Fc y pDesl
Fc, respectivamente. Todos las construcciones se verificaron por secuenciacion de
ADN, realizada por el Servicio de secuenciacion de la Universidad de Dundee. Las
proteinas producidas a partir de estos vectores se llamaron 11-Fc, 11"°7*A.Fc y
1 1E1544K-FC.

Produccién de proteinas trampa de ligando de IGF-II marcados con Fc en células de
Drosophila melanogaster

[0079] Células Schneider 2 de Drosophila melanogaster adaptadas sin suero
D.Mel-2 se mantuvieron en 5 ml de Drosophila-SFM (medio libre de suero)
complementado con L-glutamina 16,5 mM a 28°C en matraces de cultivo de tejido T-
10. Las células se sembraron a 1 x10° células/ml y se fraccionaron cuando alcanzaron
1 x 107 células/ml. Las células se transfectaron al 70% de confluencia en un matraz T-
175 complejando 48 pg de ADN del plasmido pDesl1-Fc con 96 pul de reactivo
TransFectin (BioRad) segun las instrucciones del fabricante. Las células transfectadas
se cultivaron en 30 ml de medio total. Veinticuatro horas después de la transfeccion se
afiadieron 30 pl de sulfato de cobre 500 mM esterilizado por filtracion para inducir la
expresion transgénica. Las células se mantuvieron en cultivo durante otras 72 horas
para secretar proteina plegada expresada a partir del transgén. Entonces se afiadio
fosfato de sodio al sobrenadante de células a una concentracion final de 20 mM y el
pH se ajust6 a 7. El sobrenadante se esterilizo por filtracion y la afinidad de la proteina
marcada con Fc se purifico con 3 ml de ProteinA Fast Flow Sepharose (Amersham
Biosciences) en una columna segun las instrucciones del fabricante. La proteina unida
se lavd con 5 volimenes de columna de fosfato de sodio 20 mM, pH 7, y se eluy6 en 5
volimenes de columna de citrato de sodio 0,1 M, pH 3,5. La proteina eluida se
neutralizo rapidamente con 0,1 volumenes de Tris 1 M, pH 9, y el pH se ajusté a 7,4.
El intercambio de tampén en PBS y la concentracion de proteina se realizd usando
filtros MWCO Amicon Ultra-15 de 30 kDa. La columna se regener6 con citrato de
sodio 0,1 M, pH 3, y se almacend en etanol al 20%.

Medicion del tamaiio y la pureza de proteinas

[0080] Se midi6 la absorbancia a 280 nm de proteina purificada y la concentracion
de proteina se calculd usando el coeficiente de extincion y la masa se determind por la
herramienta ProtParam disponible en la pdgina web ExPASy.org. Las proteinas
marcadas con Fc expresadas en células de Drosophila estain N-glicosiladas con dos
moléculas de 982,9 Da de Man3;GlcNAc; (39), y asi éstas se incluyeron en el calculo

de masa. La proteina purificada se esterilizé por filtracién y se almacend a 4°C en
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alicuotas. Las muestras de proteina se desnaturalizaron y se sometieron a electroforesis
por SDS-PAGE vy se visualizaron por tincidn con Coomassie contra marcadores
Precision (BioRad).

Filtracion analitica en gel (FPLC)

[0081] Para purificar adicionalmente proteinas y medir su masa nativa se uso
FPLC como se describe previamente (37). Para las proteinas marcadas con Fc,
filtracion analitica en gel FPLC se llevd a cabo en una columna Superdex 200 HR
10/30 (Amersham Biosciences) equilibrada con HEPES 10 mM (pH 7,4), NaCl 150
mM, EDTA 3 mM vy ligada a un sistema AKTA Purifier (Amersham Biosciences). La
columna se calibré con amilasa (200 kDa), alcohol deshidrogenasa (150 kDa), BSA
(66 kDa), anhidrasa carbonica (29 kDa) y citocromo C (12,5 kDa). La proteina
purificada se cargd a 5 mg/ml. Los pesos moleculares de las proteinas se
determinaron a partir de una representacion de Ve/Vo frente a log(PM) de los patrones,
en la que Ve es el volumen de elucion de la proteina y Vo es el volumen inicial. El
volumen inicial para la columna se determind mediante la elucion de dextrano azul
(2000 kDa).

Cultivo celular

[0082] Se cultivaron queratinocitos humanos HaCaT en DMEM/F-12 (1:1)
complementado con suero bovino fetal al 10% (SBF), 0,5 pg/ml de hidrocortisona, 50
Ul/ml de penicilina, 5 pg/ml de estreptomicina y L-glutamina 1 mM. Los inventores
derivaron fibroblastos embrionarios de ratén (MEF) Igf2”" inmortalizados a partir de
embriones de El14 (Igf2”") usando procedimientos establecidos. Brevemente, el
embridn se lavé en PBS, se quitaron la cabeza y el higado y el embridn se disgreg6 con
pinzas y las células se dejaron cultivar para formar una monocapa. Estas células se
inmortalizaron usando el procedimiento 3T3 (76). Las células se cultivaron en DMEM
complementado con SBF al 10%, 50 Ul/ml de penicilina, 5 pg/ml de estreptomicina y
L-glutamina 1 mM. Todas las células se mantuvieron a 37°C en 5% de dioxido de
carbono con humedad.

Analisis de sefializacion por transferencia de Western

[0083] 24 horas después de la siembra sobre placas de 6 pocillos (1 x 10° células
por pocillo), las células se privaron de suero durante la noche antes de la estimulacion.
Los IGF y las construcciones del dominio 11 se preincubaron segin corresponda en
medio libre de suero a temperatura ambiente durante 10 min antes de colocarlas sobre
las células durante otros 10 min. Después de la estimulacion, las células se lavaron dos

veces con PBS frio en hielo e inmediatamente se rasparon en 100 pl de tampon de lisis
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(Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, NP40 al 1%, EDTA 1 mM, NaCl 120 mM, B-glicerofosfato
40 mM, benzamidina 1 mM, NaF 1 mM, Na;VOs; 1 mM, PMSF 1 mM, 1 pg/ml de
leupeptina, 1 pg/ml de antipaina, 1 pg/ml de pepstatina). El material insoluble se
elimind por centrifugacién y las proteinas se separaron bajo condiciones reductoras
sobre SDS al 12%-PAGE y se transfirieron a membrana de PVDF (Millipore) antes de
la deteccién con anticuerpos dirigidos contra fosfo-(Ser473) PKB o contra fosfo-
p44/42 MAPK (Thr202/ Tyr204) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las
proteinas se visualizaron usando reactivos de quimioluminiscencia (ECL) potenciados.
La carga de proteina igual se verific6 usando un anticuerpo dirigido contra a-tubulina
(Sigma).

Ensayo de incorporacion de *H-timidina

[0084] Las células se sembraron sobre placas de 24 pocillos (HaCaT, 1x10*
células por pocillo, MEF 3x10* células por pocillo) en medio de crecimiento. Después
de 24 horas, las células HaCaT se privaron de suero durante 24 h y luego se trataron
con IGF apropiado y construcciones del dominio 11 preincubadas a temperatura
ambiente en 500 pl de medio libre de suero durante 10 min. Después de otras 24 h se
afiadié 1 puCi de *H-timidina/pocillo y las células se incubaron durante 1 hora. El
medio se elimind y las células se lavaron dos veces con PBS antes de la fijacion en 500
ul de TCA al 5% durante 20 min a 4°C seguido de extraccion en 400 pl de NaOH 0,1
M a 4°C durante 1 hora. Los MEF se privaron de suero durante la noche antes de la
estimulacidon con IGF apropiado y construcciones del dominio 11 preincubadas en 500
ul de medio libre de suero a temperatura ambiente durante 10 min. Se afiadid 1 uCi de
*H-timidina por pocillo con los IGF y las células se incubaron durante 24 h antes de la
fijacion en TCA al 5% y extraccion con NaOH 0,1 M. la incorporacion de *H-timidina
se analizd por recuento por centelleo.

Analisis estadistico

[0085] Los datos se analizaron con la prueba de la t de Student (software
MINITAB version 14, Minitab Inc., Pensilvania, EE.UU.).

Resultados

Optimizacion del andlisis cinético de SPR

[0086] Se genero6 una proteina quimérica del dominio 11 de IGF2R fusionada a los
dominios 3 y 4 de rata CD4 y que llevaba un motivo de biotinilacion en un modo
andlogo a las proteinas multidominio usadas previamente por Linnell y col. (15). El
andlisis de SPR se realizd usando un BIAcore 3000 con CD4-11 biotinilado como

ligando inmovilizado, capturado mediante estreptavidina a la superficie del chip
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sensor. Se inmovilizaron 675 UR de CD4-11 (45 kDa) para lograr una Rmax teorica de
110 UR. Un CD4 biotinilado no quimérico se inmovilizé a una celda de flujo aguas
arriba y se usé para la resta de referencia en linea. Usando IGF-II como analito, los
experimentos se realizaron usando inyecciones de analito por duplicado de 268, 134,
67, 33,5, 16,8, 8,4, 4,2 y 2,1 nM. Los perfiles de sensogramas resultantes indicaron un
complejo mecanismo de interaccion que no se ajustaba a un modelo de Langmuir de
1:1 (Fig. 1a). El fracaso de incluso la mayor concentracion para alcanzar el equilibrio
durante el transcurso de la inyeccion y el fracaso de las curvas para volver al nivel
inicial sugiere una interaccidn bifasica con un componente que se disocid rapidamente,
y otro que parecid que permanecia unido. El experimento se repitio usando una
construccion de CD4-11 que llevaba una mutacién [1572T como referencia en linea.
Esta mutacion se habia identificado previamente como que suprimia la union de IGF-2
(13, 15) y como tal deberia proporcionar una referencia adecuada para la resta de
cualquier unién no especifica. Sin embargo, no se detectd union no especifica a la
superficie de control, lo que indica que la interaccion compleja aparente no fue debida
a la unién no especifica, sino que dependia de un sitio de unién de IGF-II intacto.
Inyecciones repetidas prolongadas de IGF-II tanto sin inyecciones de regeneracion
como sin IGF-II pudieron lograr niveles de respuesta superiores a la Ry teorica,
proporcionando la indicacién que la forma del sensograma observado no era el
producto de una interaccion 1:1 de IGF-II y la bolsa de unién del dominio 11. Las
condiciones experimentales se modificaron para minimizar este efecto. Este incluy6
disminuir el nivel de inmovilizacion (hasta 20 UR), bloquear los sitios de unién de
estreptavidina restantes con biotina libre (0,5 uM) o CD4 biotinilado (30 pg/ml),
bloquear sitios no especificos reinyectando albimina de suero bovino (BSA de
fraccion V, 1 mg/ml), que incluye BSA (1 mg/ml) como vehiculo durante las
inyecciones, usar tampones de electroforesis tanto a pH 7, 6 como 5 o realizar los
experimentos tanto a 37°C como 20°C. Sin embargo, tales condiciones no evitaron la
concentracion aparente dependiente del desplazamiento hacia arriba en el nivel inicial
tras la disociacion y, como los sensogramas no se ajustaron a un modelo de interaccion
1:1, no fue posible obtener datos cinéticos para la interaccion usando esta solucion.
[0087] Se intentaron varias estrategias alternativas usando tanto IGF-II como
dominio 11 como componente de unién inmovilizado. Para cada experimento, el
ligando se inmovilizé para lograr una Rmaéx teodrica de -100 UR. Los inventores
expresaron primero una proteina del dominio 11 nativo en E. coli, que luego se replego

y se purificd antes del acoplamiento de amina a un chip sensor CM5. Se realizaron
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inyecciones por duplicado de IGF-II 268, 134, 67, 33,5, 17,8, 8,4, 4,2 y 2,1 nM. El
sensograma (Fig. 1b) mostr6 que la superficie del dominio 11 inmovilizado era de una
actividad muy baja, proporcionando la indicacion que muy poca de la proteina
inmovilizada era funcional. Este resultado puede ser debido tanto a una inactivacion de
la proteina como al resultado del acoplamiento de amina como a enlaces covalentes
formados entre el chip carboxi-metildextrano y restos de lisina del sitio de unién de
IGF-II del dominio 11. Como alternativa, una proteina del dominio 11 (aminoécidos
1511-1650) con un motivo de biotinilacion en el extremo C se expresd entonces en
Pichia pastoris (59). La proteina secretada soluble (0,5-2 mg/l de sobrenadante de
cultivo) se biotinil6 en el sobrenadante de cultivo (BirA) y se inmovilizé a la superficie
del chip sensor por captura por afinidad de biotina por estreptavidina (10-15 M).

[0088] Se realizaron inyecciones por duplicado de IGF-II 268-2,1 nM. Los
sensogramas resultantes mostraron de nuevo la compleja respuesta aparente (Fig. 1c),
proporcionando la indicacion que el efecto observado dependia de la interaccion del
dominio 11 inmovilizado con IGF-II en el tampén de flujo en vez de un artefacto
asociado a la fusiéon del dominio 11 a CD4. Entonces, con IGF-II biotinilado
inmovilizado a la superficie celular se realizaron inyecciones por duplicado de CD4-11
no biotinilado a 240, 120, 60, 30, 15, 7,5 y 3,8 nM. Los sensogramas resultantes (Fig.
1d) también parecieron mostrar una compleja interaccion similar.

[0089] Repitiendo la solucién que usa IGF-II inmovilizado biotinilado y el
dominio 11 soluble purificado producido tanto a partir de E. coli como de Pichia
pastoris como el analito a concentraciones de 4096, 2048, 1024, 512, 256, 128, 64, 32,
16 y 8 nM, los sensogramas (Fig. le y f, respectivamente) mostraron que bajo estas
condiciones experimentales la interaccion se ajusta a un modelo 1:1 patrén, volviendo
cada curva al nivel inicial original dentro de 2-3 minutos. Los parametros cinéticos se
asignaron ajustando globalmente los sensogramas observados a un modelo de
Langmuir 1:1 usando el software BIAevaluation version 4.0.1 (Tabla 2). Como el
equilibrio se logro durante el transcurso de la inyeccion para cada concentracion, la
constante de afinidad de disociacion (KD) también se calculd en la unidn en estado
estacionario. La interaccién de IGF2 con el dominio 11, tanto si se obtuvo a partir de
E. coli como de Pichia pastoris, tuvo constantes de asociacion y de disociacion
cinéticas similares y una KD de 100 nM, tanto si se determind a partir de las
constantes cinéticas como de la unién en estado estacionario (Tabla 2). Ademas, el
calculo de la estequiometria a partir de la Rméx en estado estacionario indic6é que al

menos el 80% del dominio 11 soluble se expreso en cualquier sistema unido a IGF-II.
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Como el sobrenadante de cultivo de levadura proporciond un procedimiento simple,
rapido y econdmico para la producciéon del dominio 11 correctamente plegado y
soluble, este procedimiento se eligi6 para la expresion de todas las otras
construcciones. El andlisis de SPR también se realizd en todos los experimentos
posteriores con IGF-II biotinilado inmovilizado a una superficie de chip recubierta con
estreptavidina y el dominio 11 se usé como analito.

Generacion de mutantes sitio dirigidos dentro del dominio 11 de IGF2R

[0090] Se usé mutagénesis sitio dirigida de pCR-11 tras la subclonacion en pPIC-
HIS para generar construcciones mutadas del dominio 11, con una marca His6 en el
extremo C, para la expresion secretada en Pichia pastoris. Se usd mutagénesis
seleccionada de aminodacidos individuales para evaluar su contribucion a la unién de
IGF-II (véase la Tabla 1 para la secuencia de cebadores mutagénicos). De las cadenas
laterales de aminoacidos expuestas al disolvente identificadas por Brown y col. (7)
como que posiblemente participaban en la unidon de IGF-II, Y1542, S1543 (bucle AB),
F1567, T1570, 11572 (bucle CD) y S1596 (bucle FG) se mutaron inicialmente a
alanina (Fig. 2). La funcidn de los restos G1546, G1568, P1597 y P1599 no se evaluo
inicialmente ya que la mutacién tanto de glicina como de prolina se predeciria para
alterar significativamente la conformacion del sitio de union. También se mutaron
E1544 y K1545 (bucle AB). También se mutd 11572 a treonina ya que esta sustitucion
de aminoacidos se habia caracterizado previamente como que suprimia la union de
IGF-II, y servia de control positivo (13, 15). Se ha identificado una sustitucion de
glicina a arginina en la posicion 1619 (bucle GH) como un polimorfismo humano
comin dentro del dominio 11 de IGF2R (Fig. 2) (60). Con el fin de evaluar la
consecuencia funcional de este polimorfismo también se generd otra construccion que
poseia la sustitucion en G1619R.

Expresion y purificacion de construcciones del dominio 11 en Pichia pastoris

[0091] El dominio 11 y las formas mutantes sitio dirigidas se expresaron como
proteinas solubles secretadas en la levadura Pichia pastoris usando el plasmido de
expresion pPIC-HIS (Fig. 3). Tras la induccion, el andlisis de cada sobrenadante de
levadura por inmunotransferencia, probado con un anticuerpo policlonal dirigido
contra His6, mostro la presencia del producto de 17 kDa esperado que llevaba la marca
de epitopo His6. Por tanto, la tincion con Coomassie de geles de SDS-PAGE soélo
detectd el producto de 17 kDa, que indica que la proteina expresada era la unica
proteina significativa presente en los sobrenadantes de levadura. Las proteinas se

purificaron por cromatografia de afinidad por quelacion de metales con rendimientos
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tipicos de aproximadamente 5 mg de proteina purificada por litro de sobrenadante.
Evaluacion de mutantes sitio dirigidos del dominio 11 de IGF2R por SPR

[0092] Tras la purificacion, la uniéon de cada construccion mutante a IGF2 se
evalu6 por SPR y se compar6 con el dominio 11 natural. Se generaron sensogramas
usando IGF2 biotinilado inmovilizado a la superficie celular y proteinas del dominio
11 mutantes como analito libre (Fig. 4). Para todos las construcciones, excepto
F1567A, 11572A y 11572T, el analito se inyecté por duplicado a concentraciones de
4096, 2048, 1024, 512, 256, 128, 64, 32, 16 y 8 nM. Se us6é un mayor intervalo de
concentracion de 16384, 8192, 4096, 2048, 1024, 512, 256, 128, 64 y 32 nM para las
inyecciones de analito de F1567A, 11572A y 11572T, ya que los experimentos piloto
habian mostrado que éstos tenian un afinidad por IGF-II significativamente reducida
en comparacién con los otros mutantes. Como antes, los pardmetros cinéticos y las
constantes de afinidad en estado estacionario se determinaron a partir de los
sensogramas (Tabla 3).

[0093] A pesar del aumento del intervalo de concentracion de analito, ni los datos
cinéticos ni de afinidad pudieron obtenerse para F1567A, 11572A o I1572T; los
sensogramas mostraron que la union casi se suprimié completamente para cada una de
estas mutaciones (Fig. 4f, i y j respectivamente). De forma interesante, los
sensogramas muestran un aumento observable en la unién al mutante 11572T con
respecto a [1752A, aunque insuficiente para ser cuantificado con precision (Tabla 3).
Sin embargo, esto confirma estudios previos que han demostrado que 11572 es esencial
para la union de IGF-II (13, 15). Aqui, F1567 se identifica en este documento como un
segundo aminoacido hidréfobo critico esencial para la union de IGF2R a IGF2 cuando
se muta solo. Todos los otros mutantes presentaron niveles de union de IGF2 que
fueron cuantificables por SPR, permitiendo la asignacidon de parametros cinéticos y la
afinidad en estado estacionario (Tabla 3). En todos los casos, las KD obtenidas del
analisis de afinidad en estado estacionario coincidieron con las calculadas a partir de
los datos cinéticos. De los mutantes restantes, la mutacion T1570A tuvo la siguiente
mayor reduccion en la afinidad (KD 900 nM) cuando se compard con la del natural
(KD 100 nM), colocando los tres restos con la mayor contribucién a la union de
IGF-II dentro del bucle CD (véase la Fig. 2). La mutacién del bucle CD restante,
Q1569A, sélo produjo una reducciéon menor en la afinidad (KD = 130 nM). De las
mutaciones dentro del bucle AB, s6lo Y1542A tuvo una reduccidn superior a 6 veces
en la afinidad (KD — 640 nM) en comparacion con la natural; S1543A y K1545A

mostraron una modesta reduccion en la afinidad de 2-3 veces (KD — 260 nM y KD —
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290 nM, respectivamente). La mutacion S1596A situada en el bucle FG también
produjo una reduccién menor en la afinidad (KD 170 nM). Intrigantemente, la
mutacion E1544A en el bucle AB produjo un aumento de casi 3 veces en la afinidad
por IGF-II (KD 40 nM), proporcionando la indicacion que el resto de glutamato
acido en esta localizacion es directamente inhibidor para la interaccion de IGF-II. La
cinética de uniéon de IGF-II de la mutacion G1619R, que imita un polimorfismo
humano comun dentro del dominio 11 (60), no era significativamente diferente de la
del natural;, proporcionando la indicacidn que este polimorfismo no confiere
consecuencia funcional en términos de uniéon de IGF2. Esto podria esperarse a partir de
su localizacién en el bucle GH, muy retirado del sitio de unién de IGF2 putativo. En
todos los casos, la evaluacion de sensogramas revelo que los cambios significativos en
la afinidad parecieron ser el resultado de cambios concurrentes en tanto las constantes
de de asociacion (ka) como de disociacion (kd).

[0094] No se observd un sesgado completo hacia la modificacion tanto de
constantes de asociacidn como de disociacion. Durante todos los experimentos de SPR
anteriores, los analitos también se pasaron por un celda de flujo separada en la que se
habia inmovilizado IGF1 biotinilado para evaluar la especificidad por IGF2. En todos
los casos, la unién era de un nivel muy bajo, insuficiente para determinar la afinidad.
Analisis de SPR de los mutantes en la posicion 1544 del dominio 11 de IGF2R

[0095] Habiendo establecido que la sustitucion de glutamato en la posicién 1544
con alanina produjo un aumento de casi 3 veces en la afinidad por IGF-II, mediante la
modificacion tanto de la constante de asociaciéon como de disociacidon se generaron
mas mutaciones en esta posicion con el fin de evaluar adicionalmente esta observacion.
El resto de glutamato acido se sustituyd por cadenas laterales de aminodcidos de
tamafio similar con el resto hidrofobo valina (E1544V) y el resto basico lisina
(E1544K). Entonces se realizé el analisis de SPR como antes usando el dominio 11
natural y los mutantes E1544A, E1544V y E1544K como analito. De nuevo, los
parametros cinéticos y los datos de afinidad en estado estacionario se obtuvieron a
partir de los sensogramas resultantes (Fig. 5 y Tabla 4).

[0096] La inspeccion de los sensogramas muestra que la actividad de la superficie
del chip sensor de IGF-II inmovilizado se habia reducido ligeramente con el
almacenamiento, con una Rméx aparente de 60 UR. Sin embargo, qued6 una amplia
actividad por generar datos cinéticos. Al igual que el mutante E1544A, la mutacion
E1544V también presenté un aumento, aunque ligero (-2 veces), en la afinidad con

respecto al natural. Sin embargo, el mutante E1544K mostrdé un aumento de -6 veces
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en la afinidad (KD 15 nM) con una constante de disociacion visiblemente reducida
en los sensogramas (Fig. 5d), y se cuantificd por andlisis cinético (Tabla 4). Estos
datos confirman la novedosa observacion de los inventores de que E1544 actiia de
regulador negativo intra-dominio de la interaccion de IGF-II con el dominio 11 de
IGF2R, y que la conversion del resto de glutamato acido en un resto basico (E1544K)
tiene una mejora adicional significativa de la afinidad superior a la de la pérdida de la
cadena lateral 4acida (E1544A). La especificidad por IGF-II se retiene en mutantes
E1544, siendo la afinidad por IGF-I todavia demasiado baja para cuantificarse.
Ademas, todavia se muestra el mismo orden de rango aparente que la afinidad por
IGF2, como se determina por la magnitud de la respuesta a la mayor concentracion de
analito ya que E1544K da la mayor respuesta a IGF-I seguido por los mutantes
E1544A y E1544V, danto los naturales la menor respuesta. La mutagénesis sitio
dirigida se us6 para generar construcciones en las que E1544 se sustituyo con todos los
restos de aminodcidos posibles. El andlisis de SPR se realiz6 usando las construcciones
del dominio 11 purificadas, mutadas en la posicion 1544, como analito. Las
inyecciones de analito por duplicado se realizaron a un intervalo de concentracion de
4096-8 nM. Cuando fue posible se obtuvieron los parametros cinéticos y los datos de
afinidad en estado estacionario a partir de los sensogramas resultantes como antes
(Tabla 5 y Fig. 7). Los rendimientos de proteina obtenidos a partir del mutante en el
que la cisteina habia sido introducida fueron muy bajos (1 mg/l) y los sensogramas a
partir de los andlisis de SPR sugirieron una interaccion bifasica que no pudo
interpretarse facilmente. Parece probable que la introduccion de un resto de cisteina
adicional interrumpié la formacién de disulfuro apropiado, produciendo resultados
reducidos y proteina defectuosamente plegada.

[0097] La inclusidén de un resto de 4cido negativamente cargado en la posicion
1544 es perjudicial para la afinidad en este contexto, confiriendo tanto el (glutamato)
como el aspartato naturales una afinidad relativamente "baja" (103,3 £4,4 nM y 213,0
+ 9,7 nM, respectivamente). De forma interesante, el resto de aspartato produce una
reduccion significativa en la afinidad cuando se compara con el natural, debido
predominantemente a un aumento en la constante de disociacion (14,00 + 0,10x107% s
con respecto a 7,87 £ 0,29x% 102 s'l). En cada caso, la sustitucion con la forma de amida
(glutamina y asparagina) produce una afinidad mejorada (26,7 =2,3 nM y 118,0 + 5,6
nM, respectivamente), aunque en el caso de la asparagina esto sélo produjo una
afinidad proxima a la de la natural.

[0098] De las mutaciones restantes, todas excepto tres (P, G, N) produjeron un
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afinidad potenciada cuando se compararon con las naturales (E). Los mutantes
restantes mostraron un intervalo de afinidad relativamente estrecho (14,1 = 1,0 nM a
60,0 = 3,0 nM). La reduccién en la afinidad de los mutantes que contienen tanto
prolina como glicina refleja probablemente una perturbacion estructural alrededor del
sitio de unidon de IGF-II. Claramente, la mayor potenciacion en la afinidad, por encima
de la de la natural, se confiridé por los restos lisina (16,9 + 0,2 nM, aumento de la
afinidad de 6 veces) y arginina (14,1 + 1,0 nM, aumento de la afinidad de 7
veces), proporcionando la indicacion que la interacciéon del dominio 11 con IGF-II
puede estabilizarse por la sustitucion de la carga negativa en la posicién 1544 con un
resto positivamente cargado, mas alld de la que se logra mediante la eliminacion de la
carga negativa. El efecto de potenciacion de la afinidad del resto de lisina se confirmé
por ITC (26,4 + 5,1 nM para E1544K). También se confirié un aumento considerable
en la afinidad por la introduccién de un resto de serina (19,7 £ 1,5 nM, aumento de la
afinidad de -5 veces), predominantemente debido a un aumento de la constante de
asociacion (k, de 21,20 £ 0,21 x 10° M s en comparacion con el valor natural de 6,62
+0,13 x 10° M's™,

Validacion de los datos de afinidad por BlAcore mediante calorimetria de valoracion
isotérmica

[0099] Con el fin de validar los datos de sensogramas de SPR se usé ITC para
evaluar la afinidad de unidn entre el dominio 11 e IGF-II. La afinidad del mutante
E1544A también se evalu6 por ITC con el fin de confirmar si usar o no una segunda
técnica que esté de acuerdo con el aumento aparente en la afinidad (Fig. 6 y Tabla 6).
Las valoraciones se realizaron usando 17 inyecciones x 15 ul de IGF-II 40 uM
(después de una inyeccidn inicial de 7,5 pl) en la celda de reacciéon que contiene el
dominio 11 natural o el mutante E1544A. Después de restar la valoracidon del blanco y
de ajustar las isotermas de unioén integradas a un modelo de un Uunico sitio, se
determind que los valores de KD eran 150 nM para el dominio 11 naturaly 80
nM para E1544A. Estos valores son similares a los obtenidos usando SPR, 103 nM y
37 nM, respectivamente, que indica que ambas técnicas independientes representan
estrechamente las afinidades verdaderas. Las diferencias de dos veces pueden
representar simplemente la fidelidad de ambas técnicas. Y, lo que es mas importante,
los datos de ITC concuerdan con que la mutacién E1544A confiere un aumento de la
afinidad relativo de un magnitud que es similar a la sugerida por SPR (2 veces en
comparacidn con -2,5 veces, respectivamente).

[0100] La afinidad del dominio natural 11 se aproximo6 a 100-150 nM cuando se
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cuantifico usando tanto SPR como ITC. La reproducibilidad y el intervalo de los datos
de sensogramas, combinado con el uso del control 11572T, indicaron que la solucion
descrita tendria la sensibilidad para cuantificar con precision leves diferencias en las
constantes de asociacién y disociacidon inducidas por mutaciones sitiodirigidas. La
afinidad validada de IGF-II con el dominio 11 solo es al menos 10-100 veces inferior a
la de IGF2R de longitud completa, oscilando las constantes de afinidad informadas de
2 nM (13, 61) a 0,2 nM (62). Ademas, el dominio 11 retiene la especificidad por
IGF-II en comparacién con IGF-I, y la afinidad potenciada del receptor intacto puede
ser debida a una ralentizacidon adicional de la velocidad de disociacion por el dominio
13, dimerizacion del receptor de longitud completa y sus efectos sobre la afinidad, y
adicionalmente como factores que todavia no se han identificado (6, 15, 56, 63).
Fusiones del dominio 11 - dominio Fc
[0101] Entonces se generaron proteinas de fusion marcadas en el extremo C del

dominio Fc de IgG1 humana de las formas potenciadas naturales (1157

11572A

y mutantes
nulas (11 ) del dominio 11 de IGF2R (Fig. 8). Estas construcciones se expresaron
en células D.Mel-2 de Drosophila y se secretaron en el medio de crecimiento libre de
suero a una concentracion de 1,0 mg por litro. Un resumen de las propiedades fisicas
calculadas de las proteinas del dominio 11 marcadas con Fc nativas y sin marcar se
muestra en la Tabla 7. Un gel tefiido con azul brillante de Coomassie desnaturalizante
de las proteinas purificadas mostrd que las proteinas corrieron como una unica banda y
que sus masas desnaturalizadas fueron muy proximas a las predichas. La filtracion
analitica en gel reveld que las proteinas del dominio 11 marcadas con Fc nativas
fueron dimeras y se eluyeron como un tnico pico a 13,58 ml con una masa (86 kDa)
préxima a la masa predicha (88,06 kDa, véase la Tabla 7).

Afinidad de proteinas del dominio 11 marcadas con Fc mediante IGF-I1

[0102] Se comparo¢ la afinidad por IGF-II de versiones de proteinas de fusion del
dominio 11 marcadas con Fc y construcciones del dominio 11 usando resonancia de
plasmones superficiales (BIAcore 3000). Se hicieron intentos por inmovilizar proteinas
del dominio 11 marcadas con Fc sobre una superficie del chip sensor (proteina A de
CMS5 y CMS), pero los inventores encontraron problemas similares a los que se han
descrito anteriormente con el dominio 11 monomérico inmovilizado. En su lugar, la
inmovilizacion de IGF-1 y IGF-II biotinilados en celdas de flujo separadas de un chip
sensor recubierto de estreptavidina (BIAcore) generd perfiles de sensogramas
reproducibles cuando las proteinas del dominio 11 marcadas con Fc y sin marcar se

pasaron sobre la superficie como analitos. Los datos cinéticos del dominio 11 marcado
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con Fc realizados por triplicado generaron sensogramas que se analizaron usando un
modelo de analito bivalente. Los ajustes globales de los datos con un modelo de
analito bivalente sin cambio en el indice de refraccion aparente no generaron
superiores a 1,94 y proporcionaron ajustes optimos a los datos. Al igual que con el

mutante nulo del dominio 11 monomérico de control (11'°7*4

111572A
11 57

), el homodimero
-Fc no tuvo afinidad ni por IGF-II ni por IGF-I. Ademas, ni el dominio 11
natural marcado con Fc (11-Fc) ni el dominio 11 mutante potenciado marcado con Fc
(11°P*€_Fc) tuvieron una afinidad por IGF-I, confirmando que la dimerizacién no
tenia especificidad por ligandos alterados. A partir de los sensogramas para la unién de
IGF-II fue aparente que 11-Fc y 11*"°**_Fc tenfan ambos una alta afinidad por IGF-II,

con respuestas de UR para 11°"°*

-Fc a aproximadamente dos veces la amplitud de
aquellas para 11-Fc a concentraciones iguales. Parecid que ambas proteinas marcadas
con Fc tenian velocidades de disociacidon reducidas en comparaciéon con los
mondmeros sin marcar. Una comparacion de estos datos muestra que la dimerizacion
mediante marcado con Fc aumento la afinidad molar (Kp) del dominio 11 natural por
IGF-I1 de 118,8 £ 3,5 nM a 3,26 + 0,3 nM, y la afinidad de 11%"*** de 20,5+ 2,0 nM a
1,79 + 0,08 nM (Tabla 8). El 115"°***_F¢ tuvo la mayor afinidad de todas las proteinas

probadas siendo la afinidad molar de 11°">*

-Fc aproximadamente dos veces la de 11-
Fc. La mejora en la afinidad del marcado con dimeros Fc en comparacion con los
mondmeros fue debida en buena parte a una disminucion sustancial en la velocidad de
disociacion (kl), de 7,87 + 0,29x107 s™ a 0,445 + 0,04x107 s para 11-Fc, y de 4,06
+ 0,28%1072 s' a 0,401 + 0,03x107 s para 115*€_Fc. El marcado con Fc dobld
aproximadamente la velocidad de afinidad (k,/) para el dominio 11 natural de 6,62 +
0,13x10° M s a 13,65 £ 0,01x10° M s, pero tuvo poco efecto en la constante de
disociacion para 115°**%, que permanecié alta a 22,27 + 0,74x10° M s (Tabla 8).
Sin embargo, la velocidad de afinidad sustancialmente mayor de 11%"***_Fc en
comparacion con 11-Fc parecié explicar su mayor afinidad molar. La afinidad molar
de las proteinas marcadas con Fc se consider6 demasiado alta para verificarse
mediante calorimetria de valoracion isotérmica (ITC) ya que la ITC no puede usarse
facilmente para medir afinidades superiores a 10 nM. También se obtuvieron
parametros cinéticos secundarios a partir de los datos de sensogramas (Tabla 8), pero
fueron demasiado pequefios para demostrar cualquier formacion significativa del
complejo de AB2, en el que el analito puede formar un puente a través de dos
moléculas de ligando. Este segundo acontecimiento de unién es puramente una funcion

de la inmovilizacién de ligandos. También merece la pena observar que esto es un
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ejemplo de una reaccion ligada en la que la formacion del complejo de AB2 depende
completamente de la formacion previa de AB, y que para disociarse, el AB2 debe
descomponerse primero en AB. A partir de los ajustes, la Ry calculada para las
proteinas marcadas con Fc fue aproximadamente el 75-85% de la Rpax tedrica (286
UR) y los inventores concluyeron que, por tanto, un alto porcentaje de las proteinas
marcadas con Fc era funcional. Se intent6 aumentar la valencia del dominio 11 tras la
tetramerizacion de versiones biotiniladas del dominio 11 usando estreptavidina. Esto
produjo proteina que no pudo purificarse facilmente, y no fue posible cuantificar la
afinidad funcional (avidez).

Capacidad de las construcciones del dominio 11 para bloquear la actividad funcional
de IGF-II in vitro.

[0103] Los inventores investigaron a continuacidon la capacidad de las proteinas
del dominio 11 para inhibir las acciones de IGF-II in vitro evaluando que la
fosforilacion de dianas en la direccion 3’ de la sefalizacion de IGF1R y IGF-II indujo
la proliferacién como se mide por incorporacién de *H-timidina en ADN incipiente.
Los inventores usaron dos lineas celulares diferentes, queratinocitos humanos HaCaT
que se ha mostrado previamente que proliferan en respuesta a IGF-II (76, 77) y
fibroblastos embrionarios de ratén Igf2”" (MEF Igf2”) inmortalizados generados
usando un protocolo 3T3 a partir de una linea de raton 129S2 endogamica (78). La
adicion de IGF-II durante 10 minutos a células HaCaT o MEF Igf2” privados de suero
condujo a un aumento en la fosforilacion de PKB en un modo dependiente de la dosis.
La estimulacién de células con concentraciones crecientes de IGF-II durante 24 horas
estimuld la sintesis de ADN, también en un modo dependiente de la dosis. Se
realizaron experimentos posteriores usando IGF-II 1,3 nM para experimentos de
sefializacion y IGF-II 6,5 nM para experimento de proliferaciéon, ya que estas
concentraciones de IGF-II dieron una estimulacidn maxima coherente.

[0104] Las construcciones del dominio 11 11", 115*** (mutacién potenciada),

E1572A E1544K E1572A . .
11517 SHK_Fe y 11 S2AFe se Imvestigaron para su

(mutaciéon nula), 11-Fc, 11
capacidad de bloquear la proliferacion estimulada por IGF-II y la sefializacién en MEF
Igf2”. De las diferentes construcciones, solo el mutante potenciado marcado con Fc
(11°P*€_Fc) mostré capacidad significativa para inhibir la proliferacién estimulada
por IGF-II y la activacioén del IGF1R (Figs. 11 y 12). Si numeros equivalentes de sitios
de uniéon de IGF-II estaban presentes para el dominio de 11%°*** unica, en
comparaciéon con el homodimero marcado con Fc, solo 11¥°**_F¢ pudo inhibir

significativamente la activacion mediada por IGF-II de las células, aun cuando parece



10

15

20

25

30

35

ES 2353674 T3

36

que tanto la proliferacion como la sefializacién estan ligeramente atenuadas por
154K (Fig. 11). 11°P* .Fc también era la construccion con la mayor afinidad
medida por IGF-II (Tabla 8).

[0105] Se investigaron adicionalmente las propiedades inhibidoras de 115"°**-F¢
evaluando su capacidad para inhibir IGF-II dependiente de la proliferacidon en células
HaCaT (Fig. 13). Manteniendo constante la concentracion de IGF-II (6,5 nM), los
inventores encontraron que 11°°**-Fc disminuyé la capacidad de IGF-II para
estimular la proliferacion en un modo dependiente de la dosis, disminuyendo
significativamente 650 nM y 1300 nM la proliferacion el 50% (p=0,005) y el 73%
(p=0,013), respectivamente (Fig. 13). Cuando la disminucién en la captacion de 3H-
timidina se equipard a la concentracion de IGF-II funcional que quedaba en los
medios, 11°°***_F¢ 650 nM y 1300 nM redujo la cantidad de IGF-II activo al 82% y al
90%, respectivamente (véase el inserto de la Fig. 13).

E1544K
1

[0106] En comparacion con 1 -Fc, el mutante nulo marcado con Fc

(11"°"*A_F¢) no tuvo afinidad por IGF-II, fue incapaz de inhibir tanto la proliferacion

estimulada por IGF-II (Fig. 14) como la estimulacion de la activacion de IGF1R como

se mide por la fosforilaciéon de PKB (Akt). Esto proporciona la indicacion de que la

155%€_F¢ para inhibir las acciones de IGF-II depende de su capacidad

E1544K

capacidad de 1
para unirse directamente al ligando. Ademas, la funcién inhibidora de 11 -Fc era
especifica de IGF-II, ya que no pudo bloquear las acciones de IGF-I tanto sobre la
proliferacion como la estimulacion mediante IGF1R.

[0107] Finalmente, la inhibicion de la apoptosis inducida por quimioterapia
(doxorubicina) y la activaciéon de caspasas por IGF-II también fue atenuada por
11"°*A_Fc*. En general, los resultados de resonancia de plasmones superficiales
combinados con ensayos de la funcién celular indican que 11°"°***-F¢ es tanto
altamente especifica para IGF-II como que su potencia inhibidora refleja su afinidad
potenciada por el ligando de IGF-II.

[0108] Estos datos presentan el primer analisis mutacional sistematico del sitio de
union del dominio 11 de IGF2R para IGF-II, combinado el anélisis de SPR detallado y
validado de cinética de union en tiempo real. Parece que la mutacidon del bucle CD
previamente identificada (I1572T), y la nueva mutacion identificada aqui (F1567A),
forman el nucleo hidréfobo del sitio de unién a ligando. Ambas mutaciones suprimen
la unidn, y son los unicos dos restos hidrofobos dentro de los bucles AB y CD.

[0109] Para las mutaciones de restos no hidréfobos, la tecnologia de SPR pudo

cuantificar el impacto relativo de cada cadena lateral sobre la afinidad global. En este
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contexto, los cambios predominantes se detectaron por la mutagénesis del dominio 11
de IGF2R vy la cinética de uniéon de IGF-II en los bucles FG y AB, en los que los
ultimos restos adyacentes pudieron tanto potenciar como reducir la afinidad (por
ejemplo S1543 y E1544). En vez de una alteracion especifica tanto en la constante de
asociacion como de disociacion, parecid que la interaccion de IGF-II con versiones
mutadas del dominio 11 condujo a efectos relativamente iguales sobre las velocidades
de asociacion y de disociacidon. La mayoria de estos restos se denominan en lo sucesivo
restos de 'segunda esfera', 'ancla' o de anillo 'O' que pueden modificar sustancialmente
la afinidad en un modo aditivo, y asi estabilizar la interaccion mediante enlaces de
hidrégeno y puentes de sal. Aqui, los inventores identifican una funcién novedosa para
E1544 como un resto de segunda esfera que actiia de regulador negativo, con pérdida
de la cadena lateral acida que conduce a afinidad potenciada (E1544A). Se establecid
otro potenciamiento de la afinidad con respecto al observado para E1544A mediante la
conversion del resto glutamato en un resto basico de tamafo similar (E1544K). Y, lo
que es mas importante, los otros restos del bucle AB fallaron en la contribucion a una
funcion reguladora negativa. El resto E1544 del bucle AB también estd conservado en
especies de mamiferos, y estd ausente en pollo (64). Como la funcidn normal de
IGF2R es despejar IGF-II mediante union e internalizacion, la identificacion de un
resto de aminoacido que se ha desarrollado para regular negativamente esta afinidad es
un hallazgo esperado.
[0110] La funcidn supresora de tumores de IGF2R depende de su interaccion de
union con IGF-II, ya que la expresion de un receptor de longitud completa IGF2R
soluble rescata las consecuencias de la promocion del crecimiento de la expresion
bialélica de Igf2 en el modelo de ratén ApcMin/+ de adenoma intestinal. Por tanto, el
suministro de formas de alta afinidad solubles de IGF2R puede ser util para elegir
como diana y tratar las consecuencias del aumento de IGF-II en cancer. Las moléculas
descritas en este documento pueden ser ttiles en el desarrollo de trampas terapéuticas
de alta afinidad para IGF-II.
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Tabla 1

Secuencia (5'a 3")

Y1542AF
Y1542AR
S1543AF
S1543AR
E1544AF
E1544AR
K1545AF
K1545AR
F15667AF
FI1567AR
QI569AF
QI569AR
T1570AF
T1570AR
11572AF
11572AR
11572TF
11572TR
S1596AF
S1596AR
G1619RF
G1619RR
E1544VF
E1544VR
E1544KF
E1544KR

CGGGATTCAGAGCTGCTgecCAGCGAGAAGGGGTTGG
CCAACCCCTTCTCGCTGgcAGCAGCTGTGAATCCCG
CGGGATTCACAGCTGCTTACgecCGAGAAGGGGTTGG
CCAACCCCTTCTCGgeGTAAGCAGCTGTGAATCCCG
CACAGCTGCTTACAGCGcGAAGGGGTTGGTTTAC
GTAAACCAACCCCTTCgCGCTGTAAGCAGCTGTG
CAGCTGCTTACAGCGAGEgecGGGGTTGGACATGAGC
GCTCATGTAAACCAACCCCgcCTCGCTGTAAGCAGCTG
CCTGGCGTGGGGGCCTGCgcTGGACAGACCAGGATTAGC
GCTAATCCTGGTCTGTCCAgecGCAGGCCCCCACGCCAGG
CGTGGGGGCCTGCTTTGGAgeGACCAGGATTAGCGTGG
CCACGCTAATCCTGGTCgcTCCAAAGCAGGCCCCCACG
GCCTGGTTTGGACAGgCCAGGATTAGGGTGGGC
GCCCACGCTAATCCTGGeCTGTCCAAAGCAGGC
GCTTTGGACAGACCAGGgeTAGCGTGGGCAAGGCC
GGCCTTGCCCACGCTAgeCCTGGTCTGTCCAAAGC
GCTTTGGACAGACCAGGAcTAGCGTGGGCAAGGCC
GGCCTTGCCCACGCTAETCCTGGTCTGTGCAAAGC
GGTGTACAAGGATGGGECCCCTTGTCCCTCCAAATCC
GGATTTGGAGGGACAAGGGGecCCCATCCTTGTACACC
CGTGTGCAGGCCTGAGGCCaGGCCAACCAATAGGCC
GGCCTATTGGTTGGCCtGGCCTCAGGCCTGCACACG
CACAGCTGCTTACAGCGtGAAGGGGTTGGTTTAC
GTAAACCAACCCCTTCaCGCTGTAAGCAGCTGTG
CACAGCTGCTTACAGCaAGAAGGGGTTGGTTTAC
GTAAACCAACCCCTTCTtGCTGTAAGCAGCTGTG
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Tabla 2
Fuente del dominio Parametros cinéticos Estado
11 estacionario
ke (x10°M's™  ki(s™) Kp (<107 Kp (x10° M)
D) M)
E. coli 5,53 +0,25 0,063 + 114,0£5,0 114+ 54
0,003
Pichia pastoris 5,25+ 0,35 0,053 + 101,8 £ 3,6 103 + 4.4

0,002
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Tabla 3
Parametros cinéticos Estado Afinidad
) estacionario relativa
Bucle Mutaciéon 5 n 5
kq (x10 kas”)  Kp(x107 M)
MTs™ Kp (%107 M)
WT 525+ 0,053+ 102 +4 103 +4 1,00
0,35 0,002
Y1542A 2,65+ 0,169 + 639+5 633+6 0,16
0,13 0,008
S1543A 3,69+ 0,096+ 260+ 4 262+3 0,39
AB 0,16 0,003
E1544A 934+ 0,033+ 36 £2 37+3 2,79
1,04 0,002
K1545A 2,73+ 0,078+ 287 £ 8 289+ 10 0,36
0,15 0,004
F1567A - - - - -
Q1569A 529+ 0,069 + 130+ 4 130+ 3 0,80
0,19 0,001
D T1570A 295+ 0,281+ 954+ 8 930+ 12 0,11
0,03 0,002
11572A - - - - -
11572T - - - - -
FG S1596A 441+ 0,079+ 179 +2 170 £ 4 0,61
0,15 0,004
GH G1619R 439+ 0,050+ 114+5 114+ 4 0,90
0,42 0,003
Tabla 4
o Estado
Parametros cinéticos ] ) ]
Mutacion : 9 estacionario Aﬁm.dad
ko (X10° M 1 Kp (X107 9 relativa
s ka(s™) M) Kp (X107 M)
WT 5,25+ 0,35 0,053+ 101,8+3,6 103,3+4,4 1,00
0,002
E1544A 9,34+ 1,04 0,033+ 359+273 37,0+ 2,6 2,79

0,002
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E1544V  8,37+0,42 0,041+  49,8+£2]7 52,7+3,1 1,96
0,001
E1544K 15,20+0,15 0,023 + 15,2+0,1 16,9+0,2 6,12

0,000
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Tabla 5
) Parametros cinéticos EsFado )
Propiedad de ~ Resto en la estacionario )
- Afinidad
las cadenas posicion k. 5 i )
s ka(x107Kp (x10 9 relativa
laterales 1544 (x10 1 9 Kp (x10™ M)
G S) M)
M's™)
A 1230+ 5,58+ 45,5 37,0+ 2,6 2,79
0,52 0,18
14 11,23+ 6,75+ 60,5 52,7+31 1,96
0,67 0,15
L 10,50+ 6,55+ 62,4 51,1 £1,7 2,02
0,04 0,05
I 13,00+ 6,49+ 499 42,5+2,8 2,43
Hidréfobas 0.05- 0,06
P 7,34+ 17,20+ 2343  211,0+8,9 0,49
0,03 0,08
W 936+ 588+ 628 532+£2.2 1,94
0,05 0,05
F 11,40+ 791+ 69,4 56,4 +2.6 1,83
0,08 0,11
M 12,70+ 5,66+ 44,6 37,6 £ 1,9 2,75
0,08 0,06
G 11,00+ 21,90+ 199,1 180,0+7,3 0,57
0,09 0,22
S 21,20+ 4,94+ 233 19,7£1,5 5,24
0,21 0,10
T 9,98+ 6,92+ 69,3 60,0 = 3,0 1,72
0,07 0,07
Polares Y 944+ 6,14+ 65,0 574+25 1,80
0,03 0,01
C - - - - -
N 8,67+ 12,20+ 140,7 118,0+5,6 0,88
0,07 0,15
Q 17,60+ 5,78+ 328 26,7+23 3,87
0,19 0,12
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. o Estado
) Parametros cinéticos ' '
Propiedad de ~ Resto en la estacionario )
- Afinidad
las cadenas posicion k. 5 i )
s ka(x107Kp (x10 9 relativa
laterales 1544 (x10 1 9 Kp (X107 M)
G S) M)
M's™)
K 20,23+ 4,06+ 20,5 16,9+0,2 6,12
2,97 0,28
. R 22,90+ 4,07+ 17,8 14,1 £ 1,0 7,33
Basicas
0,06 0,04
H 18,00+ 6,89+ 383 33,7+£23 3,07
0,16 0,10
D 6,08+ 14,00+ 230,3 213,0+9,7 0,48
(. 0,03 0,10
Acidas
E (WT) 6,62+ 787+ 1188 103,3+44 1,00
0,13 0,29
Tabla 6
- o Afinidad, Kp (107 M)
Construccion del dominio 11 -
Biacore ITC
WIT 103,3 + 4,4 149,6 + 4,4
E1544A 37,0+ 2,6 81,4+9,0
E1544K 16,9 £0,2 26,4 + 5,1
QI1569A 129,7+£2,7 208,9 £ 13,0

S1596A 170,0 £ 3,6 323,6 £42,0
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Tabla 7
Proteina Peso molecular PI Coeficiente de ext. (M cm™a 280
(kDa) mm)
] 1 ratural 16,82 7,76 13650
11E1544K " 8 45 "
11115724 16,77 7,76 "
11wl _pe 88,06 8,02 94420
11E1544F " 8 36 "
11115724 87,98 8,02 "
Tabla 8
Proteina  Principales parametros cinéticos Parametros cinéticos secundarios
kal (x10°M™  kdl (x10®  Kp (x10" k.2 (x10° k.2 (x10°UR™ k.2 (x10™
ls‘l) s-l) 9M) s-l) ls‘l) s-l)
Pl 6624£0,13 7,87+ 1188+ 245+ - 121+£7.2
0,29 3,5 0,33
11EP¥K 90234297 406+ 20,5+2,0 3,83+ - 79 + 28
0,28 1,10
l 111572A _ _ _ _ _ _
11l 1365+£0,01 0 0445+ 3.26+03 - 7,124+0,19 233+
Fc 0,04 0,12
114K 92274074 0401+ 1,79+ - 7,86 + 0,04 1,26 +
0,03 0,08 0,03
l 111572A _ _ _ _ _ _
Secuencias

[0112]
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acpigtttdt
gkpasgceae

‘venddvysgp

tvrkpwtavd
aaangslsim
rvegdncevk
scgekrepqg
vilketsdcs
ehylinvcks
cpdgirkkst
pstghlfdls
lryvdgvlql
htplacegat
mhavpcpaga
liafhckrgv
ststfkvtrd
eavvlsyvng
ferhsnsyrt
ktydlrllss
htgklgvigd
sraacavkpg
tssrnpacsg
sstiffhcdp
ersgavgavl
etdenetewl
vhsgrgagae
hddsdedllh

SEQ ID NO:

rtyhsvgdsv
hyfewrttaa
verdidtlrd
kldfcdghsp
sgeqgdvsid
gvkaagryhn
evdctyfftw
kkhffinich
decghgkkikt
dsgagfsfdl
lglsnaklsy
nfrwytsyac
inverplnpv
ngsacttsdg
dgacsirdpn
tgteelknwk
1kflhqgdids
tsvdgrkrtf
yvngdkegng
dprhgnlydl
fhkvaglltg
ylfewrtgya
lapgagtepc
tirftcsesqg
slsgragfta
vykdgspcps
ecsvrngssi
avckvpidgp
smgtpkllrt
srtysvgvct
drcppetddg
ssiifkcded
ltgswslvhn
kvvvtyskgy
evgmvngtit
anicgvkpnd
lvedgipefs
slllvaltcc
meeiglpppr
sshpvrnags
g

1

1lrsatrslle
ckkdifkank
pgsglracpp
avtitfveps
ltplagsggs
gtlrysdgdl
dteyacvkek
rvlgegkarg
nitlvckpgd
spltkkngay
ydgmiglnyr
peeplecvvt
pgcnryasac
rgttyttrih
sgfvinlnpl
parpvgieks
gggirntyfe
ylsvenplpy
rfstritfec
kplglndtiv
kltyengllk
cppfdltecs
ppeaaacllg
vnsrpmfisa
aysekglvym
ksglsyksvi
vdlsplihrt
pidigrvagp
secdfvfewe
favgpeqggge
vpcvEipfifn
edigrpgvfs
gvsyyinleg
pcggnktass
npingksfsl
ghfsrkvgts
hetadeqylf
1lalllykke
qgkeggengh
nalgereddr

fnttvscdqgg
evpcyvidee
gtaaclvrgh
erregtipkl
syisdgkeyl
tliyfggdec
edllcgatdg
cpedaavcav
lesapvlrts
kvetkkydfy
ggtpynnerh
dpstleqydl
gmkyekdqggs
lvesrgrlns
nssggynvsg
lglstegfit
fetalacvps
ipgcqgsavg
agisgspafqg -
sageytyyfr
mnftggdtch
fkdgagnsfad
gskpvnlgrv
vedceytfaw
sicgenencp
sfvcrpeagp
ggyeaydese
pilnpianei
tpvvepdevr
kdggvecllsg
gksyeeciie
evrgcdvtfe
kiykgplgcs
vieltctktv
gdiyfklfra
dktkyylgdg
swytsavcpl
rretvisklt
ittksvkals
vglvrgekar
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1 cgagcccagt cgagecgcgc tcacctecggg ctccecgectecc gtctccacct cecgectttge

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
186l
1921
1581
2041
2101
216l
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601

cctggeggeg
cccgecgege
gggcccgegce
gtcgetgece
acatgggaag
gtggatattg
acttatcatt
aacacaacag
ttectgtgtg
tactttgagt
gtgccatgcet
cttagtggtg
tgtagagaca
actgcecgect
ctgaagctgg
ctagacktttt
cggagagagg
tggattactg
ggcgagcagce
tatatttcag
cagttctgta
gtcaaagcag.
ttgatatatt
tttgagtgca
gttgactgca .
gacctcctcet
catgcagaac
aagcattttt
cccgaggacg
atttcctcte
tgtggtcatg
gaaagtgcac
cgcacagctg
tceccaggeag
gttgagacaa
tgtcagccag
ggtctgagta
ggcacaccct
gatcgagacg
tteceggtggt
ccctecacge
ggaaactggt
aacgtgtgte
atgaagtatg’
atggcaaaga
gggtcggect
gtctgctcceca
gtcagtttce
caggcttgct
agttcgcaag
acaatgectg
caaactgaag
cagctgtcca
accgctgatg
aaattectge
gaaaccgcgt
aatgagtacg
tetgtegatg
cctggatgcece
ctgggtgtgg

cgacceccgte
agtccgggcece
ccgeceecgeeg
cggggtccac
ctgttgatac
tccagtgcgg
cagtgggtga
tgagctgtga
ggaaaaccct
ggaggaccac
atgtgtttga
cctacttggt
tagacacact
gcctggtaag
tgcgcaagga
gtgatggtca
gcaccattcc
agtatgcctg
aggatgtctc
atggaaaaga
ataaaaaaca
caggaagata
ttggaggtga
ataaaaccgce
cctacttcett
gcggtgcecac
cagagcagaa
tcattaatat
cggcagtgtg
ccatgaaaga
gcaagaaaat
cagtgttgag
cggecctgtgt
ggttttettt
agaagtatga
actcaggagc
atgcgaagct
ataacaatga
©gggagtggg
acaccagcta
tggagcagta
atgccatgga
ggcctctgaa
aaaaagatca
ccggeccggt
gcaccaccag
ggggcaggct
tgtggaacac
ctataaggga
gatataacgt
tctgtgggac
agctcaagaa
cagagggctt
cttttatcgt
atcaagatat
tggcctgtgt
acctgactgg
ggagaaagag
agggcagcgc
tgcagatgag

ccggegeggce
cggcgcgatg
cccgecagege
gcaggcccag
caaaaataat
gccatcaagt
ctctgttttg
ccagcaaggc
gggaactcct
tgcagcctge
tgaagagttg
ggatgactcc
acgagaccca
aggacaccag
caggcttgtc
cagcectgeg
caaactcaca
ccacagagat
catagacctc
atatttgttt
agctgcagtt
ccacaatcag
tgaatgcagc
aggtaacgat
cacatgggac
cgacgggaag
ttgggaagct
ttgtcacaga
tgcagtggat
gaaaggaaac
taaaactaat
aacttctggg
gctgtctaag
tgacttatca
cttttatata
ctgccaggtg
ttcatattat
aagacacaca
cttcecctgaa
tgcctgeccg
cgacctctce
caactcaggg
tccagtgecg
gggctcctte
ggttgaggac
cgatggcaga
gaacagccac
agaggctgcece
tcccaacagt
ctetggeatt
catcctggga
ttggaagcca
catcactctg
ccgetttgtt
cgactctggg
tccttctececa
cctaagcaca
gactttectat
agtggggtct
teccecaagece

ccccagcagt
ggggcegeeg
tctectgetee
gcecgeccegt
gtactttata
gctgtttgta
agaagtgcaa
acaaatcaca
gaatttgtaa
aagaaagaca
aggaagcatg
gatcecggaca
ggttcacagc
gcgtttgatg
ctgagttacg
gtgactatta
gctaaatcca
tacctggaaa
acaccacttg
tatttgaatg
tgccaagtga
accctcegat
tcagggtttc
gggaaaggaa
acggaatacg
aagcgctatg
gtggatggca
gtgctgeagg
aaaaatggaa
attcaactct
atcacacttg
gaaggcggtt
acagaagggg
cctctcacaa
aatgtgtgtg
gcaaaaagtg
gatgggatga
ccgagagcta
tatcaggaag
gaggagcccce
agtctggcaa
gaacatgtca
ggctgcaacc
actgaagtgg
agcggcagcc
cagaccacat
cccatctitt
tgtccecattce
ggatttgtgt
gggaagattt
aaacctgett
gcaaggccag
acctacaaag
tgcaatgatg
caagggatcc
gtggactgcc
gtcaggaaac
ttgagecgttt
tgcttagtgt
gcggcgaatg

cgcgegeegt
ccggecggag
tgctgecaget
tccecgaget
aaatcaacat
tgcacgactt
ccagatctct
gagtccagag
ctgcaacaga
tatttaaagc
atctcaatcc
cttectctatt
tgcgggcectg
ttggcecagece
tgagggaaga
catttgtttg
actgccgcecta
gtaaaacttg
cccagagcgg
tctgtggaga
aaaagagcga
attcggatgg
agcggatgag
ctecctgtatt
cctgtgttaa
acctgteccge
gtcagacgga
aaggcaaggc
gtaaaaatct
cttattcaga
tatgcaagcc
gcttttatga
agaactgcac
agaaaaatgg
gcceggtgte
atgagaagac
tccaactgaa
cgctcatcac
aggataactc
tggaatgcgt
aatctgaagg
cgtggaggaa
gatatgcatc
tttccatcag
tccttctgga
ataccacgag
ctctcaactg
agacaacgac
ttaatcttaa
ttatgtttaa
ctggctgtga
tcggaattga
ggcectetete
atgtttacte
gaaacactta
aagtcaccga
cttggacgge
gcaatcctct
cagaaggcaa
gatctttgag

tagcctegeg’
cccccaccetg
gctgetgete
gtgcagttat
ctgtggaagt
gaagacacgc
cctggaatte
cagcattgcce
atgtgtgcac
aaataaggag
tctgatcaag
catcaatgtt
tcecececegge
ccgggacgga
ggcaggaaag
ccegteggag
tgaaattgag
ttctectgage
aggttcatcc
aactgaaata
tacctctcaa
agacctcacc
cgtcataaac
cacaggggag
ggagaaggaa
gctggtcege
aacagagaag
acgagggtgt
gggaaaattt
tggtgatgat
aggtgatctg
gtttgagtgg
ggtctttgac
tgcctataaa
tgtgagccce
ttggaacttg
ctacagaggc
ctttetetgt
cacctacaac
agtgaccgac
tggccttgga
atactacatt
ggcttgccag
taacttggga
atacgtgaat
gatccatcte

ggagtgtgtg
ggatacagac
tccgctaaac
tgtctgcggce
ggcagaaacc
gaaaagccte
tgccaaaggt
agggccccte
ctttgagttt
cctggctgga
tgttgacacc
cccttacatt
tagctggaat
catcatgtat



3661
3721
3781
3841

3901

3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
€301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381

gtcaacggtg
cagatatcgg
agaactgtgg
ccaaggcatg
gctggcgaat
acaagtgaca
cacaaagtgg
aacttcacgg
tactgtgace
ttgtttgagt
aaagatgggg
gaagccatca
gcecccgeagg
tccaagcceg
gtcctgaaat
atccgattca
gaggactgtg
gagcatgatg
ttaagtggca
atctgtgggg
attagcgtag
tacaaggatg
ttecgtgtgea
cagacatgca
tgttccgtga
ggttatgagg
atcaatattt
gtgtgcaaag
atactcaatc
gcggacaagc
atgggaacgc
cctgtegtet
ctctacagct
cgcacctaca
gacggaggag
atgaaactgg
cgttgcecte
aagagctacg
gactacgaca
agcatcatat
gtgcgtgggt
ttggagtgeca
accgggtect
atatataaag
ggtgacgtcc
gttgttgteca
atagaattga
agctgcactt
gtgecagatgg

gatatttatt

ctgtatgaga
aacatatgce
aagaccaagt
tgcggaaagg
gtggaggacg
tggtacacct
gacgggcaga
ctgectgctgg
agggaaacag
aaatactcaa
gaagagatce
accaccaagt
gaggttctga
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acaagtgtgg
gctcaccagc
aagcctgtce
gcaacttgta
acacttatta
agtccaaggt
caggtctcct
ggggggacac
gcggcaccca
ggcgaacgca
ctggcaactc
ctgggacggg
ctggcactga
tgaacctecgg
acgttgatgg
cctgcagcga
agtacacctt
actgccaggt
gggcgggatt
agaatgaaaa
gcaaggccaa
ggtcececttg
ggcctgaggc
ctctettett
ggaatggaag
cttatgatga
gtcagccact
ttectattga
caatagcaaa
atttcaacta
ctaagctgtt
gtcctgatga
tcaacttgtc
gcgttggggt
tctgtctget
attacaggca
cagaaaccga
aggagtgcat
gagaccacga
ttaagtgtga
gtgatgtgac
aattecgtceca
ggtcecectggt
ggcceetggg
aggtcctggg
cgtactcecaa
cctgtacaaa
actacttcag
tgaatgggac
ttaagctgtt
tccaacttte
aggtgaagcc
actaccttca
ataagaccaa
ggatccccga
cagccgtgtg
tgcacaaggg
tggcgctcac
tgataagtaa
aggtgaataa
agctgoctce
cagtgaaagc
ccatcccaga
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gaaccagcgc
atttcagctt
cgttgtcaga
tgacctgaag
ctteecgggte
ggtctcctea
gactcagaag
ttgccataag
gcggeccagta

gtatgcctge

cttcgacctce
ggacccggag
gcecgtgeect
cagggtaagg
cgacttatgt
gagccaagtg
tgecetggece
caccaaccca
cacagctgct
ctgcectect
caagaggctg
tccctccaaa
cgggccaacc
ctecctggcac
ctctattgtt
gagtgaggat
aaatcccatg
tggtccceccec
tgagatttac
cacctecgcte
adggaccagc
agtgaggatg
cagcctttee
gtgcaccttt
ctcaggcacc
ccaggatgaa
tgacggcgtce
catagagagc
gtggggctte
tgaagatgag
atttgagtgg
gaaacacaaa
ccacaacgga
ctgctctgaa
actcgttcac
aggttatcecg
gacggtgggc
ctgggactce
catcaccaac
cagagcctct
ctccatcaca
caacgatcag
agacggcgat
gtctgtttct
gttcagtcac
tcctetgggg
gctgtcagaa
ctgetgcetg
gctgaccact
ggaagaagag
tccacggecag
ccteagctece
ggtgaaagtt

ttctccacca
caggatggtt
gtggaagggg
ccecctgggece
tgtgggaagc
tgtcaggaaa
ctaacttatg
gtttaktcagc
tttctaaagg
ccaccttteg
tecgtecetgt
cactacctca
ccagaagcag
gacggacctce
ccagatggga
aactccaggc
acagccacag
agcacaggac
tacagcgaga
ggcgtggggg
agatacgtgg
tccggcectga
aataggccca
acgccgctgg
gacttgtctc
gatgeccteeg
cacgcagtgc
at agata { cg
ttgaattttg
atcgegtttce
gagtgcgact
gatggctgta
acgagcacct
gcagteggge
aagggggcat
gcggtegttt
cecctgtgtet
agggcgaage
tgcagacact
gacattggga
aaaacaaaag
acctacgacc
gtectegtact
agggccagca
acgcagaagc
tgtggtggaa
agacctgcat
cgggctgect
cctataaatg
ggggacatga
agctccagaa
cacttcagtc
ctcgatgtcg
tccaccatcet
gagactgceg
gtgggctttg
cggagccagg
ctggecccectgt
tgctgtagga
acagatgaga
ggaaaggaag
ctgcatgggg
cactcgggca

ggatcacgtt
gtgagtacgt
acaactgtga
tcaacgacac
tttcctcaga
agcgggaacc
aaaatggctt
gctccacagc
agacttcaga
atctgactga
caaggtacag
tcaatgtctg

ccgegtgtet -

agtggagaga
ttcggaaaaa
ccatgttcat
cctgteceeat
acctgtttga
aggggttagt
cctgetttgg
accaggtcct
gctataagag
tgctcatctc

.cctgcgagca

cccttattca
ataccaaccc
cctgtectge
gccgggtage
aaagcagtac
actgtaagag
ttgtgttega
ccctgacaga
ttaaggtgac
cagaacaagg
cctttggacg
taagttacgt
tceectteat
tgtggtgtag
caaacagcta
ggccacaagt
ttgtctgeece
tgcggetget
atataaatct
tttgcagaag
tgggtgtcat
ataagaccgce
tcaagaggtt
gcgeccgtgaa
gcaagagcett
ggaccaatgg
acccggcegtg
ggaaagttgg
tgtttgecete
tctteccactg
actgccagta
acagcgagaa
cagtcggcge
tgctctacaa
gaagttccaa
atgaaacaga
ggcaggagaa
atgaccagga
ggggagctgg

tgagtgtgct

gtttatctgg
ggtgaaagac
catcgtgagc
cgtctgeeccce
gcagggattt
gttaaaaatg
catcttctte
ttgttcctac
atgttcattce
tgacaactgg
caagtctctg
gctgggtgge
tggcataatt
gtcaaccace
cagcgcecgtg
gaagagcaac
tctgagecteco
ttacatgagc
acagaccagg
gcagctggtg
tgtgatcagt
cctggacaag
agcgaccgaa
tcgecactggt
tgatttctac
cggageccgcet
aggaccacca
tccttgctta
aggtgtgagc
atgggagact
tgagcagctc
tcgegacteg
aggctgtaag
gctgcaatca
gaatggtgat
attcaatggg
cacaactgcg
ccggacatcc
cttcagtgaa
tccaaagaag
ctecctctete
gtgccagaaa
gaccacaact
aggtgacaaa
atcctcegtg
tgatatcgac
gcctcaggag
cagcctcgga
ggacaactac
ctctggagcece
aacctctgac
ttcctectaag
tgaccctctg
cctecttetect
tceceggggac
ggtgctcagc
gaaggagagg
cgtgtcctac
gtggctgatg
cggccatatt
cagtgaggat
ggcagagagc



7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
816l
8221
8281
8341
8401
8461
8521
8581
8641
8701
8761
8821
8881
8941
5001
9061

tceccacccag
gggctggtca
gtgagctcca
tgactccgea
aataagactt
ggaagagttt
gtttacagtc
agggttttgc
gctgcatteg
tttagcactt
aaaggaaaaa
tccatcttga
ggtcattaat
tttcttaagg
cgagtgccta
ctttttgcat
gctggtgaat
tgtgtgtgtg
gggtataggt
aagaaaaaag
acttacagaa
cctcatgetg
atggcgtgga
tggtgttett
cattgtagaa
catccctcag
aaaattgatt
acaatttcaa

ES 2353674 T3

tgagaaacgc
ggggtgagaa
ccaagctggt
gtgecctgecag
ccactcgatg
ttgtgatggg
attggaataa
cccaagtcct
aagaaaccct
taattctctc
aaaacagcca
gatggtgagg
gtgteccectg
gcacacacac
ggttttggag
gatatcttca
tcaaacaacc
tgtgtgagtg
ctcatctctt

tgttgatcaa

actgcatgaa
gagggagget
ggaggaggga
attctggecgg
ttgtatatag
cctgtaccgg
tttectettea
taaaagataa

51

acagagcaat
ggcgaggaaa
gtcecttececat
gggagcacgg
atgcttctat
ggagagggtg
ggcatggctc
catttaaaag
tgctgcecttta
ccecctattta
ccgtttette
ctgtcagtgt
agttggagct
gtgcgtgega
agtttgectg
agcctgggeg
tgcccaaaga

.gagttgaggt

caggttctca
ccattcgacc
aaatcatggg
gggcgggtac
ggccgggegg
cagcgccttt
actctggtgt
tttggctgge
ttttttttte
attattaaaa

SEQ ID NO

1 nehddcgvtn pstghlfdls slsgragfta
61 risvgkankr lryvdgvlgl vykdgspcps
121 kgtctlffsw htplacegat

SEQ ID NO:

gcccttcagg
gggaagtcca
gacgacagcg
agccgcggga
aattttgecct
aaggaggtca
agatcggcca
cataaggccg
gtcccgatag
ttgactttga
ctgccagcag
atggggcagc
cattctgtcet
gcacacacac
ttctatgect
tacagagcac
ttgatttgtg
gtcagagaaa
tgataccacc
tataagaagc
ccagagccte
agcgeggagg
tcacagcatg
cctgeccatgt
tctattgcectg
ttgtttgatt
aatcaacttt

2

‘agcgtgagga

gctctgcaca
acgaggacct
cagccaagca
ttaacagaaa
ggcecccactce
cagggcggta
gacgcatcte
ggtatttgac
caattactca
gggtgtgatg
tteceggeggg
cttttctett
acatacgtgc
ttagtcagga
atttgtcagt
tgtttgtgtg
atgaattttt
tttactgtgc
cttaatttgce
ggccctagea
aggagggagg
gaggaggagg
ttagtgaatg
agaagcaaac
tcaacatgag
actgtaatat

cgatagggtg
gcagaagaca
cttacacatc
cctccaacca
ctttcaaaag
cttectgatt
ccttgtgece
aaaacagagg
cccgatatat
ggtttgagaa
taccagtttg
atgttgaact
ttgctttetg
acagggtcce
atggctgcac
atttttgceg
tgtgtgtgtg
tccagatttg
ttatttttett
acagtgtgtg
ttgcacttgg
ccaggecgggce
gaggcgctge
acttttcteg
cgccctgecag
tgtatttttt
aaagtattca

aysekglvym sicgenencp pgvgacfggt
ksglsyksvi sfvcrpeagp tnrpmlisld

3
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REIVINDICACIONES

1. Un dominio de unidn de IGF-II mutante que comprende la secuencia de
aminoacidos de los restos 1511 a 1650 de IGF2R humano con menos de 50 de dichos
restos mutados,

en el que E1544 esté sustituido por un resto de aminoacido no 4cido que es distinto de
N,PoGy;

en el que dicho dominio de unién de IGF-II mutante se une a IGF2 con aumento de la

afinidad con respecto a los restos 1511 a 1650 de IGF2R humano.

2. Un dominio de unidén de IGF mutante seglin la reivindicacion 1 que no

muestra unidn o sustancialmente no se une a IGF1.

3. Un dominio de uniéon de IGF mutante segun la reivindicacion 1 o la
reivindicacidn 2, en el que los restos mutados estan mutados por sustitucion, insercion

o deleccidn.

4. Un dominio de unién de IGF mutante segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, en el que resto E1544 estd sustituido por un resto basico de

aminoacido.

5. Un dominio de uniéon de IGF mutante segun la reivindicacion 4, en el que
E1544 esta sustituido por K.

6. Un dominio de uniéon de IGF mutante segun la reivindicacion 4, en el que
E1544 esta sustituido por R.

7. Un dominio de uniéon de IGF mutante segun la reivindicacion 4, en el que
E1544 esté sustituido por H.

8. Un dominio de unién de IGF mutante segin una cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 3, en el que E1544 esta sustituido por S.

9. Un dominio de unién de IGF mutante segin una cualquiera de las

reivindicaciones 1 a §, en el que los restos F1567 y [1572 no estan mutados.
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10. Un dominio de uniéon de IGF mutante segun la reivindicacion 9, en el que
T1570 no estd mutado.
11. Un dominio de unién de IGF mutante segin la reivindicacion 9 o la

reivindicacion 10, en el que P1597 y P1599 no estdn mutados.

12. Un dominio de unién de IGF mutante segiin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 11 que estd constituido por la secuencia de aminoacidos de los
restos 1511 a 1650 de IGF2R humano con el resto E1544 sustituido por un resto no
hidréfobo.

13. Un polipéptido que comprende un dominio de union de IGF segin una

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12.
14. Un polipéptido segin la reivindicacion 13 que comprende dos o mads
dominios de union de IGF mutantes segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a

13.

15. Un polipéptido segun la reivindicacion 13 o la reivindicacion 14 que

comprende el dominio 13 de IGF2R humano.

16. Un polipéptido segiin una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15 que

comprende un dominio Fc de inmunoglobulina.

17. Un polipéptido segiin una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 16 que

comprende una marca de afinidad.

18. Un 4cido nucleico que codifica un dominio de union de IGF-II segin una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 o un polipéptido segiin una cualquiera de las
reivindicaciones 13 a 17.

19. Un vector que comprende un dcido nucleico segun la reivindicacién 18.

20. Una célula huésped que comprende un vector segun la reivindicacion 19.
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21. Un dominio de unién de IGF-II segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 12, un polipéptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 13
a 17, un acido nucleico segun la reivindicacién 18, un vector segun la reivindicacion
19 o una célula hospedadora segun la reivindicacidon 20 para uso en un procedimiento

de tratamiento del cuerpo humano o animal por terapia.

22. Un dominio de unién de IGF-II segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 12, un polipéptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 13
a 17, un acido nucleico segun la reivindicaciéon 18, un vector segln la reivindicacion
19 o una célula hospedadora segun la reivindicacidon 20 para uso en un procedimiento

de tratamiento de cancer.

23. Uso del dominio de union de IGF-II segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 12, un polipéptido seglin una cualquiera de las reivindicaciones 13
a 17, un acido nucleico segun la reivindicaciéon 18, un vector segun la reivindicacion
19 o una célula hospedadora segiin la reivindicacién 20 en la preparacion de un

medicamento para uso en el tratamiento de cancer.
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