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DESCRIPCION

Oncostatina M como potenciador de la actividad inmunoestimuladora de células epiteliales humanas.
Campo de la invencion

El campo técnico de la invencién es la inmunologia.
Antecedentes de la invencion

La oncostatina M (OSM), una glicoproteina con un peso molecular aproximado de 28.000, es una citoquina pleio-
trépica del tipo IL-6 (siendo IL-6 la abreviatura para interleuquina 6), producida principalmente por células T, monoci-
tos/macréfagos (Malik, 1989) y células dendriticas (Suda, et al., 2002). Se aislé originalmente de células de leucemia
humanas y se identificé por su capacidad para inhibir el crecimiento de células de melanoma in vitro (Zarling, et al.;
1986; Brown, et al., 1987). La OSM activa la produccién de IL-6, un importante regulador del sistema de defensa del
huésped (Brown et al., 1991), asi como la expresion de proteinas de fase aguda (Hainrich, 1998). La OSM se considera
actualmente como una citoquina multifuncional implicada en la activacién, proliferacién y diferenciacion de diversos
tipos de células, tales como hepatocitos, osteoblastos, o células epiteliales del pulmén (Grant ef al., 1999; Tanaka, et
al., 2003), participando también en las respuestas inflamatorias.

Ademis de sus actividades inhibidoras del crecimiento en melanoma A375 humano y células leucémicas de mie-
loide M1 de ratén, asi como en otras células de tumores s6lidos (Grant et al., 1999; Gibbs et al., 1998), OSM también
presenta actividades estimuladoras del crecimiento en fibroblastos normales, células de sarcoma de kaposi-SIDA y
una linea celular de eritroleucemia humana, TF-1 (Nair, et al., 19992; Miles et al., 1992). En WO 2006084092 se
ha reivindicado el uso de anticuerpos de unién a la subunidad beta del receptor de OSM (OSMRS) para inhibir el
crecimiento de células cancerigenas.

La OSM en combinacién con interferén alfa también es conocida por sus actividades antivirales, particularmente
en la inhibicién de la replicacién del virus de la hepatitis C (EP 1905447).

Zarling et al., 1986, ya estableci6 el papel de OSM como mediador inflamatorio. Sin embargo, su efecto exacto en
el sistema inmune sobre otras citoquinas no estd suficientemente claro. Ademds, las diferencias entre los sistemas de
seflalizacién del receptor de OSM en ratones y humanos, desconocidas hasta 1997 (Ichihara et al., 1997), han afiadido
confusién a la caracterizacion de las actividades bioldgicas de OSM.

Por un lado, Brown et al., 1991, describieron las propiedades pro-inflamatorias de OSM en células endoteliales.
Yao et al., 1996, también describié que la estimulacién de un cultivo endotelial primario (HUVEC) con OSM humana
daba lugar a una regulacién por incremento (“up-regulation”) retrasada pero prolongada de P-selectina, que facilita la
emigracion de leucocitos a los sitios de inflamacién crénica o alérgica. Por otro lado, se observé que la OSM reducia el
grado de destruccion de las articulaciones en un modelo inducido por anticuerpos de artritis reumatoide, indicando una
actividad anti- inflamatoria sin una inmunosupresién concordante (Wallace et al., 1999). Hams et al, 2008, concluy6
que la sefializaciéon de OSMRg limitaba el reclutamiento de células monociticas durante la inflamacién aguda. Sin
embargo, estos dos dltimos estudios se realizaron en modelos murinos.

En seres humanos, la OSM senaliza través de dos complejos de receptores diferentes: a) el receptor compartido
LIF/OSM (siendo LIF la abreviatura de factor inhibidor de la leucemia), que comparte una unién con afinidad elevada
con LIF-una proteina evolucionaria relacionada con estructura similar a OSM; y b) el receptor especifico de OSM,
que se une Unicamente a OSM. Sin embargo, en ratones, la OSM sélo sefializa a través del homé6logo murino del
receptor especifico de OSM. Ademds, la OSM humana, que se ha utilizado habitualmente en estudios in vitro e in
vivo en ratones, se une sélo a los receptores de LIF murinos, mostrando de este modo sélo actividades biol6gicas
que pertenecen a LIF, pero no a OSM (Bruce et al., 2000). De este modo, con el objetivo de revelar actividades
bioldgicas de OSM con una aplicacién clinica en seres humanos, estudios correctamente disefiados deberian utilizar
células humanas.

En EP422186, se describe el papel de OSM en la inhibicién de la inmunogenicidad de tejido endotelial a linfocitos
T auxiliares y efectores, con aplicaciones en el transplante de érganos y el tratamiento de enfermedades autoinmunes.

En Durda, et al., la OSM se presenta como un modulador por disminucién de la expresién de antigenos de me-
lanocitos. Sin embargo, no se proporcionan datos concluyentes en cuanto a los efectos de esta menor expresién de
antigenos en la respuesta inmune hacia células de melanoma.

En un esfuerzo por caracterizar adicionalmente las propiedades inmunolégicas de OSM en modelos humanos, se ha
observado sorprendentemente que la OSM potencia la capacidad de células de hepatocarcinoma humano (HepG2) para
estimular la produccion de IFN-y por células T citotdxicas (CTL) de manera mds eficaz que cuando se utiliza [IFNa?2
solo. El IFN-y es un marcador utilizado habitualmente de la activacién de linfocitos T después del reconocimiento
de antigeno en la inmunidad mediada por células (Bosterhus et al., 1999). Estos descubrimientos han revelado en
concreto que la OSM aumenta la antigenicidad de células epiteliales infectadas o tumorales, es decir, mediante el
incremento del procesamiento y la presentacion de antigenos en estas células, haciendo que estas células sean mds
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visibles y reactivas a las respuestas inmunes en un mecanismo de tipo suicida que da lugar a una destruccién selectiva
de las mismas células.

Los interferones de tipo I son una familia de polipéptidos con actividad citoquina que se descubrieron originalmente
por su actividad inhibidora en la infeccién viral de lineas celulares in vitro (Pestka et al, 2004).

Dependiendo de la homologia de sus secuencias, los interferones de tipo I se clasifican en interferén o (IFN-a),
interferén B (IFN-B) e interferén w (IFN-w). La funcidn se estas citoquinas es muy importante en la respuesta inmune
contra multiples tipos de infecciones virales, ya que inician mecanismos que activan la muerte inducida por apoptosis
de las células infectadas y la inhibicién de la replicacién viral a la vez que se favorece la presentacién de antigenos.
Recientemente, se ha descrito experimentalmente que también llevan a cabo sus funciones mediante la activacién
directa de células NK, B y T, asi como de células dendriticas en la respuesta inmune (Le Bon A et al., 2006; Le Bon
A et al., 2006; Le Bon A et al., 2003).

Los interferones tipo I se han ensayado en una serie de estados de enfermedad clinica. El IFN-a se prescribe en el
tratamiento de la hepatitis crénica viral y se utiliza en el tratamiento de varias enfermedades de tumores, tales como
melanoma y leucemia mieloide crénica. Por ejemplo, Murate et al., 2006, describen los efectos anti-tumorales de
los interferones « y 8 en lineas celulares de carcinoma hepatocelular, tales como un efecto antiproliferativo, cambio
del ciclo celular y apoptosis. El efecto anti-tumoral de IFN-« estd mediado por efectos pro-aproptdticos directos en
células tumorales, efectos anti-angiogénicos sobre células tumorales vasculares y efectos potenciadores en la respuesta
inmune antitumoral. Sin embargo, las pruebas clinicas muestran que la eficacia de IFN-a en el tratamiento de tumores
es muy limitada, de manera que las ventajas clinicas comparadas con los efectos adversos no es muy favorable y, por
lo tanto, su uso en oncologia actualmente estd muy limitado. El uso de interferén beta humano estd mejor establecido
en el tratamiento de la esclerosis multiple.

En una continua caracterizacion de las propiedades inmunolégicas de OSM se ha observado sorprendentemente
que la OSM sinergiza con IFNa?2 en el aumento de la capacidad de células de hepatocarcinoma humano (HepG2) para
estimular la produccion de IFN-y por células T citotdxicas (CTL). La OSM sola o combinada con IFNs de tipo I son
por tanto agentes ttiles y potentes en la inmunoterapia del cancer y las enfermedades infecciosas.

Descripcion resumida de la invencion

La presente invencion se refiere al uso de oncostatina M (OSM), un agonista de receptor de OSM (OSMR) o una
combinacién de OSM o un agonista de OSMR con interferén de tipo I; en la fabricacién de un medicamento para
aumentar la actividad inmunoestimuladora de células epiteliales en un ser humano. De manera similar, la presente
invencion se refiere a OSM, un agonista de OSMR o una combinacién de OSM o un agonista de OSMR con IFN
de tipo I para su uso en el aumento de la actividad inmunoestimuladora de células epiteliales en un ser humano. Se
proporciona también un procedimiento de aumento de la actividad inmunoestimuladora de células epiteliales en un ser
humano, que comprende la administracién a dicho ser humano de una cantidad eficaz de OSM, un agonista de OSMR
0 una combinacién de OSM y un agonista de OSMR con IFN de tipo 1.

La presente invencién se refiere ademads a un vector de expresion recombinante que comprende un dcido nucleico
que codifica OSM o un agonista de OSM vy, opcionalmente, un dcido nucleico que codifica el interferén de tipo I,
unido operativamente a una o ms secuencias de control que dirigen la produccién de la OSM o el agonista de OSMR,
y opcionalmente el IFN de tipo I en un huésped de expresién adecuado. También se proporcionan células huésped
transfectadas con el vector de expresion mencionado en la presente invencién Tanto los vectores como las células
huésped transformadas se pueden utilizar en terapia génica, en la fabricaciéon de un medicamento para aumentar la
actividad inmunoestimuladora de células epiteliales en un ser humano.

La presente invencién se refiere a un procedimiento in vitro para la preparacion de linfocitos CD8+ estimulados
para su uso en inmunoterapia adoptiva, comprendiendo dicho procedimiento:

a) tratar células o tejido epitelial derivados de un ser humano con una dosis eficaz de OSM, un agonista de OSMR,
o una combinacién de OSM o un agonista de OSMR con IFN tipo I, o el vector de expresién recombinante segiin la
reivindicacién 9;
b) irradiar las células o tejidos tratados obtenidos de la etapa a);
¢) cocultivar las células o tejido irradiados obtenidos de la etapa b) con
- células mononucleares de sangre periférica (PBMCs), o

- linfocitos CD8+ enriquecidos y opcionalmente células presentadoras de antigenos;

d) opcionalmente cocultivar los linfocitos CD8+ estimulados obtenidos de la etapa c) con células o tejido tratados
e irradiados obtenidos de la etapa b);
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en el que las PBMCs, los linfocitos CD8+ y las células o tejido epitelial derivan de mismo sujeto humano. También
se describen linfocitos CD8+ estimulados obtenibles mediante un procedimiento in vitro, métodos de tratamiento
y usos de estos linfocitos CD8+ estimulados como medicamento y en la fabricacién de un medicamento para el
tratamiento del cancer o de enfermedades infecciosas.

Descripcion de los dibujos

Figura 1. Mecanismo de sefializacién Jak/STAT y activacion de p38 MAPK en células Huh7 tratadas con IFNa?2,
OSM o la combinacién de los dos, para los periodos de tiempo indicados. (A) Andlisis de transferencia Western
representativo de los niveles de proteina fosforilada y total de STAT1, STAT2, STAT3, Tyk2 y Jakl en células Huh7
cultivadas en medio solo o en presencia de IFNa2 u OSM o IFNa@2 mas OSM durante 1, 3, 24, 48 y 72 horas. (B)
Andlisis de transferencia Western representativo de los niveles de proteina fosforilada y total de p38 MAPK en células
Huh7 no tratadas o tratadas con IFNa2 u OSM o IFNa2 mds OSM durante 1, 3, 24, 48 y 72 horas. Los niveles de
actina se muestran como control de carga.

Figura 2. La OSM regula por incremento genes que participan en la defensa natural contra la infeccién. La ex-
presion transcripcional de MYDS88 (una molécula adaptadora de TLR) (A), ST00A9 (un modulador de la funcién de
TLR) (B), ULBP2 (un ligando para NKG2D que activa células NK) (C), IL-32 (una molécula proinflamatoria que
activa macréfagos) (D), IRF1 (E), GBP2 (F) y genes de quimioquinas CXCL1/2 y CXCL3 (G y H), se determiné
mediante RT-PCR cuantitativo en células Huh7 tratadas para los periodos de tiempo indicados con IFNa2, OSM o la
combinacidn de las dos citoquinas o no tratadas. Los valores son las medias + SD de tres experimentos realizados por
quintuplicado * p < 0,05 frente a no tratada, [IFNa2 y OSM. ** p < 0,05 frente a no tratada y IFNa2.

Figura 3. OSM presenta sinergia con IFNa en la induccién de genes implicados en el procesamiento y presentacion
de antigenos en células Huh7. La determinacién mediante RT-PCR cuantitativa de los niveles de ARNm de enzima
UBE2L6 que se conjuga a ubiquitina (A), subunidades de inmunoproteasoma PSMBS (B) y PSMB9 (C), transportado-
res asociados con el procesamiento de antigeno TAP1 (D) y TAP2 (E), HLA clase I A, By C (F, G, H), microglobulina
B2 (B2M) (I) y la proteina de unién a TAP, TAPBP (J) en células Huh7 tratadas para los periodos de tiempo indicados
con I[FNae2, OSM o ambos o no tratadas. Los valores son las medias + SD de tres experimentos realizados por quintu-
plicado. La transferencia Western para TAP1, PSMB9, HLA-ABC y B2M en células Huh7 tratadas durante 3 y 4 dias
con [FN@2, OSM o la combinacién de las dos citoquinas o no tratadas. Los niveles de actina se muestran como control
de carga (K). * p < 0,05 frente a no tratada, IFNa2 y OSM. ** p < 0,05 frente a no tratada y IFNa?2. Los valores son
las medias + SD de tres experimentos realizados por quintuplicado.

Figura 4. La OSM regula por incremento genes que estimulan la inmunidad adaptativa y aumenta la transpresenta-
cion de IL-15 y la actividad inmunoestimuladora de células epiteliales de higado. Expresion transcripcional de ICAM-
1 (A), IL-15Ra (B) e IL-7 (C) en células Huh7 tratadas con IFN2a, OSM, o ambos o no tratadas. Transferencia Wes-
tern para ICAM-1 en células Huh7 tratadas con IFN2a, OSM, o ambos o no tratadas (D). Los estudios de citometria de
flujo para determinar ICAM-1 (E) en la superficie de células Huh7 tratadas con IFNa2, OSM, o la combinacién de las
dos citoquinas durante cuatro dias. Los valores representan el nimero de veces frente a células no tratadas. Actividad
proliferativa de células CTLL-2 (una linea de células T CD8+ con dependencia de crecimiento con IL-15) incubadas
con células Huh7 tratadas durante 3 dias con IFN2a, OSM, o ambos o no tratadas (F). Produccién de IFNy por CTLs
sensibles al péptido GILGFVFTL del virus de la gripe incubadas en presencia de células HepG2 que presentan el
péptido. Las células HepG2 se hablan tratado previamente durante 4 dias con IFN2a, OSM, o ambos o no tratadas
(G). Determinacién mediante RT-PCR cuantitativa de los niveles de ARNm de HLA-A, HLA-B, HLA-C, IL-15Ra e
ICAM-1 (H-L) y transferencia Western para ICAM-1 y HLA-ABC (M) en células HepG2 tratadas para los periodos
de tiempo indicados con IFN2a, OSM o la combinacion de las dos citoquinas o no tratadas. Estudios de citometria de
flujo para determinar ICAM-1 (N) en la superficie de células HepG2 tratadas con IFN2a, OSM o la combinacién de las
dos citoquinas durante cuatro dfas. Los valores son las medias + SD de tres experimentos realizados por quintuplicado
o sextuplicado. * p < 0,05 frente a no tratada, IFNa2 y OSM. ** p < 0,05 frente a no tratada y IFNa2. *** p < 0,05
frente a no tratada.

Figura 5. La OSM aumenta la regulacién por incremento inducida por IFNS de genes implicados en el procesa-
miento y presentacion de antigenos (PSMB9, TAP1), y genes implicados en la activacion de la inmunidad adaptativa
(IL-7). La determinacién de la abundancia de ARNm se realizé mediante RT-PCR cuantitativa en células Huh7 trata-
das para los periodos de tiempo indicados con IFNS, OSM o la combinacién de las dos citoquinas o no tratadas. Los
valores son las medias + SD de dos experimentos realizados por sextuplicado. * p < 0,05 frente a no tratada, IFNS y
OSM. ** p < 0,05 frente a no tratada y IFNS.

Descripcion de la invencion

La presente invencion se refiere al uso de oncostatina M (OSM), un agonista de receptor de OSM (OSMR) o una
combinacién de OSM o un agonista de OSMR con interferén de tipo I; en la fabricacién de un medicamento para
aumentar la actividad inmunoestimuladora de células epiteliales en un ser humano. De manera similar, la presente
invencion se refiere a OSM, un agonista de OSMR o una combinacién de OSM o un agonista de OSMR con IFN
de tipo I para su uso en el aumento de la actividad inmunoestimuladora de células epiteliales en un ser humano. Se
proporciona también un procedimiento de aumento de la actividad inmunoestimuladora de células epiteliales en un ser
humano, que comprende la administracién a dicho ser humano de una cantidad eficaz de OSM, un agonista de OSMR
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0 una combinacién de OSM y un agonista de OSMR con IFN de tipo I. El término “OSM solo o combinado con IFN
de tipo I” se utiliza en la presente invencion con la intencién de comprender oncostatina M (OSM), un agonista de
receptor de OSM (OSMR) o una combinacién de OSM o un agonista de OSMR con interferdn de tipo 1.

El término “oncostatina M” u OSM, tal como se utiliza en la presente invencidn, se refiere a una citoquina aislada
originalmente de un medio acondicionado por células de leucemia histiocitica humana U-937 tratadas con PMA
basadas en su capacidad para inhibir el crecimiento de células de melanoma A375. El ADNc de OSM humano codifica
un polipéptido prep-pro-OSM de 252 aminoacidos con un péptido sefial hidrofébico de 25 residuos y un dominio
C-terminal hidrofilico que se procesan proteoliticamente para generar la forma madura de OSM de 196 residuos.
El nimero de acceso indexado para esta proteina se puede encontrar en la base de datos de proteinas disponible
publicamente en http://www.expasy.org/uniprot/P13725. La secuencia de aminodcidos de OSM humana es la siguiente
representada mediante la SEC ID No. 1:

MGVLLTQRTLLSLVLALLFPSMASMAAIGSCSKEYRVLLGQLOKQTDLMQODT SRLLDP
YIRTIQGLDVPKLREHCRERPGAFPSEETLRGLGRRGFLOTLNATLGCVLHRLADLEQR
LPKAQDLERSGLNIEDLEKLOMARPNILGLRNNIYCMAQLLDNSDTAEPTKAGRGASQ
PPTPTPASDAFQRKLEGCRFLHGYHRFMHSVGRVFSKWGESPNRSRRHSPHQALRKGV
RRTRPSRKGKRLMTRGQLPR

Entre las OSMs adecuadas se incluyen, pero sin limitacién, OSM humana de origen natural o OSM humana
recombinante, disponible, por ejemplo, de R&D Systems.

Segtn la International Union of Pharmacology Committee on Receptor Nomenclature and Drug Classification, un
agonista es un ligando que se une a un receptor y altera el estado del receptor dando lugar a una respuesta bioldgica.
Los agonistas convencionales aumentan la actividad del receptor, mientras que los agonistas inversos la reducen.
Como tal, un agonista inverso se define como un ligando que mediante la unién a receptores reduce la fraccién de
los mismos en una conformacién activa. Los agonistas inversos muestran una afinidad de unién preferencial por la
conformacién inactiva del receptor. En sistemas en los que se puede observar actividad constitutiva del receptor, los
agonistas inversos inducen a la accién opuesta a la de los agonistas.

El término “agonista de OSMR” se refiere a un agonista convencional, es decir, un ligando que se une al receptor
de OSM incrementando su actividad. Un ejemplo de un agonista de OSMR se proporciona en la publicacién de patente
JP 2004026768 (Kanagawa Kagaku Gijutsu Akad).

El término “ligando” significa cualquier molécula capaz de unirse especificamente al OSMR. Incluye péptidos,
polipéptidos, moléculas asociadas a membrana o unidas a membrana, o complejos de los mismos, asi como moléculas
pequeias.

“Moléculas pequenas” se define como una molécula con un peso molecular que es inferior a 10 kD, habitualmente
inferior a 2 kD, y preferiblemente inferior a 1 kD. Entre las moléculas pequefas se incluyen, pero sin limitacion,
moléculas inorgdnicas, moléculas organicas, moléculas organicas que contienen un componente inorganico, moléculas
que comprenden un dtomo radioactivo, moléculas sintéticas, miméticos de péptido y miméticos de anticuerpos.

El término “interferén tipo I”, “IFN tipo I”’, o denominaciones equivalentes, se refiere a las proteinas interferén alfa
(IFN-@) e interferén beta (IFN-B), y a la familia de proteinas especificas de especie altamente homologas que inhiben
la replicacion viral y la proliferacion celular y modulan la respuesta inmune.

El término “interferén alfa”, tal como se utiliza en la presente invencién, comprende IFN-« de origen natural,
asi como proteinas recombinantes. Entre los ejemplos de IFN-a se incluyen interferén alfa-2b, tal como interferén
Intrén-A disponible de Schering Corporation; interferén alfa-2a recombinante, tal como interferén Roferon disponible
de Hoffman-La Roche; interferén alfa-2C recombinante, tal como interferén alfa 2 Berofor disponible de Boehringer
Ingelheim; interferén alfa-nl, una mezcla purificada de interferones alfa naturales tales como Sumiferon disponible
de Sumitomo o como interferén alfa-nl Wellferon (INS) disponible de Glaxo-Wellcome; o un interferén alfa de
consenso tal como los descritos en las Patentes Nos. US4897471 y US4695623 (especialmente los ejemplos 7, 8 6
9 de los mismos), el producto especifico disponible de Amgen; interferén alfa-5; o interferén alfa-n3, una mezcla de
interferones alfa naturales fabricados por Interferén Sciences y disponibles de Purdue Frederick Co. bajo el nombre
comercial de Alferon. Se preferir el uso de interferén alfa-2a o alfa-2b. Dado que el interferén alfa-2b, entre todos los
interferones, tiene una mayor aceptacién mundial, es por tanto el mds preferido. La fabricacién de interferén alfa 2b
se describe en la Patente No. US4530901.
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El término “interferén-beta” pretende comprender IFN-S de origen natural, asi como proteinas recombinantes.
Entre los ejemplos de IFN-8 se incluyen, sin limitacidn, interferén-beta-1a e interferén-beta-1b. El interferén-beta-
la estd comercializado por Biogen bajo la marca comercial Avonex, y por Serono bajo la marca comercial Rebif.
La otra forma, interferon-beta-1b, estd comercializado bajo la marca comercial Betaseron por Berlex. El IFN-beta-1a
en Avonex® es la secuencia humana nativa glicosilada, mientras que el IFN-beta-1b en Betaseron® es la secuencia
humana nativa no glicosilada sustituida con una serina en la posicién 17.

Las proteinas OSM e IFN tipo I se pueden obtener de una serie de fuentes celulares que sintetizan las protei-
nas OSM e IFN tipo I incluyendo, por ejemplo, células que producen de manera natural estas proteinas, o células
transfectadas con moléculas de ADN recombinante capaces de dirigir la sintesis o la secrecion de las proteinas. Alter-
nativamente, las proteinas OSM e IFN tipo I se pueden sintetizar mediante métodos de sintesis quimica, incluyendo,
pero sin limitacién, sintesis de péptidos en fase sélida.

El término “proteina recombinante”, tal como se utiliza en la presente invencion, en relaciéon con OSM e IFN de
tipo I, se refiere a estas proteinas tal como se obtienen mediante técnicas recombinantes de ADN a partir de células
huésped procariotas o eucariotas, asi como sus sales, derivados funcionales, variantes, andlogos y fragmentos.

Habitualmente, la OSM recombinante, el IFN-a recombinante, y el IFN-beta-1b recombinante se pueden obtener
de la bacteria Escherichia coli modificada genéticamente que comprende ADN que codifica para la proteina humana,
seguido de la fermentacién en un medio nutriente adecuado. EL IFN-beta-1a en Abonex® se produce en células de
ovario de hdmster chino utilizando tecnologia de ADN recombinante.

El término “‘sales” hace referencia en la presente invencion a sales de grupos carboxilo y a sales por adicién de
dcido de grupos amino de la OSM, agonistas de OSMR y moléculas de IFN tipo I o andlogos de los mismos. Las
sales de un grupo carboxilo se pueden formar mediante medios conocidos en la técnica e incluyen sales inorgédnicas,
por ejemplo, sales de sodio, calcio, amonio, férricas o de zinc, y similares, y sales con bases orgdnicas tales como las
formadas, por ejemplo, con aminas, tales como trietanolamina, arginina, lisina, piperidina, procaina, y similares. Entre
las sales por adicion de dcido se incluyen, por ejemplo, sales con dcidos minerales, tales como, por ejemplo, dcido
clorhidrico o 4cido sulfirico, y sales con 4cidos organicos, tales como, por ejemplo, dcido acético o dcido oxalico.
Naturalmente, cualquiera de dichas sales debe mantener la actividad biolégica de OSM o IFN tipo I. Para el uso
terapéutico, las sales de OSM e IFN tipo I son aquellas en las que el contraién es farmacéuticamente aceptable. Las
sales no farmacéuticamente aceptables también estdn comprendidas en el alcance de la presente invencidn, ya que se
pueden utilizar en la produccién de productos finales farmacéuticamente aceptables.

“Derivados funcionales”, tal como se utiliza en la presente invencion, cubre derivados que se pueden preparar
a partir de los grupos funcionales que aparecen como cadenas laterales en los residuos o los grupos N o C-termi-
nales, mediante medios conocidos en la técnica, y estdn incluidos en la invencién siempre y cuando sigan siendo
farmacéuticamente aceptables, es decir, no destruyan la actividad bioldgicas de las proteinas tal como se ha descrito
anteriormente, es decir, la capacidad de unirse al correspondiente receptor e iniciar la sefializacién del receptor, y no
confiera propiedades téxicas en las composiciones que las contienen. Los derivados pueden tener grupos quimicos,
tales como residuos de carbohidratos o fosfato, siempre que dicho derivado mantenga la actividad bioldgica de la
proteina y siga siendo farmacéuticamente aceptable.

Por ejemplo, los derivados pueden incluir ésteres alifaticos de los grupos carboxilo, amidas de los grupos carboxilo
mediante la reaccién con amoniaco o con aminas primarias o secundarias, derivados N-acilo o grupos amino libres de
los residuos de aminodcidos formados con grupos acilo (por ejemplo, grupos alcanoilos o aroilos carbociclicos), o de-
rivados O-acilo de grupo hidroxilo libre (por ejemplo, el de los residuos de serilo o treonilo) formado con grupos acilo.
Dichos derivados también pueden incluir, por ejemplo, cadenas laterales de polietilenglicol, que pueden enmascarar
sitios antigénicos y extender la permanencia de la molécula en fluidos del organismo.

De particular importancia es una proteina que ha sido derivada o combinadas con un agente complejante para
una mayor permanencia. Por ejemplo, segiin la presente invencion se pueden utilizar versiones con PEG, o proteinas
modificadas genéticamente para mostrar una actividad con mayor duracién en el organismo.

Una “variante” segun la presente invencion se refiere a una molécula, que es sustancialmente similar a proteinas
completas definidas anteriormente o a un fragmento de las mismas. Las variantes de péptidos se pueden preparar de
manera practica mediante sintesis quimica directa de la variante de péptido utilizando métodos bien conocidos en la
técnica. Naturalmente, dicha variante tendria una unién al receptor y una actividad de iniciacion de la sefial similares
a la correspondiente proteina natural.

Las variaciones en la estructura primaria de la proteina, asi como variaciones en niveles mas elevados de organi-
zacion estructural, por ejemplo la variacion en el tipo de enlaces covalentes que unen los residuos de aminodcidos o
adicién de grupos a los residuos terminales de la proteina, se encuentran dentro del alcance de la invencién. Ademads,
las moléculas de proteina pueden incluir alteraciones conservativas o no conservativas en la secuencia de aminod-
cidos que dan lugar a cambios silenciosos que conservan la funcionalidad de la molécula incluyendo, por ejemplo,
eliminaciones, adiciones y sustituciones. Dichas moléculas alteradas pueden ser deseables cuando proporcionen cier-
tas ventajas en su uso. Tal como se utiliza en la presente invencidn, las sustituciones conservativas implicarian la
sustitucion de uno o mas aminodcidos en la secuencia de la correspondiente proteina por otro aminoacido que tenga
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unas caracteristicas de polaridad y hidrofobicidad/hidrofilicidad similares dando lugar a una molécula funcionalmente
equivalente. Dichas sustituciones conservativas incluyen, pero sin limitacidn, sustituciones de los siguientes grupos
de aminodcidos: glicina, alanina; valina, isoleucina; dcido aspdrtico, dcido glutdmico; asparagina, glutamina; serina,
treonina; lisina, arginina; fenilalanina, tirosina; y metionina, norleucina.

Las variantes de la secuencia de aminoacidos de la proteina definida anteriormente se pueden preparar mediante
mutaciones en los ADN que codifican los derivados sintetizados. Dichas variantes incluyen, por ejemplo, eliminacio-
nes o inserciones o sustituciones de residuos en la secuencia de aminodcidos. También se puede realizar cualquier
combinacién de eliminacién, insercion y sustitucion para llegar a la construccién final, siempre y cuando la construc-
cion final posea la actividad deseada. Obviamente, las mutaciones que se realizaran en el ADN que codifica la variante
de péptido no deben alterar el marco de lectura y preferiblemente no creardn regiones complementarias que podrian
producir una estructura secundaria de ARNm.

A nivel genético, estas variantes se preparan normalmente mediante mutagénesis dirigida de sitio de nucleétidos en
el ADN que codifica la molécula péptido, produciendo de este modo el ADN que codifica la variante y, a continuacion,
expresando el ADN en un cultivo de células recombinantes. Las variantes muestran normalmente la misma actividad
bioldgica cualitativa que el péptido no variante.

Un “andlogo” de las proteinas definidas anteriormente, segun la presente invencion, se refiere a una molécula
no natural, que es sustancialmente similar a las moléculas completas o a un fragmento activo de las mismas. Dicho
andlogo mostraria la misma actividad que la correspondiente proteina natural.

Un “fragmento” seguin la presente invencion se refiere a cualquier subconjunto de moléculas, es decir, un péptido
mds corto, que mantiene la actividad bioldgica deseada. Los fragmentos se pueden preparar facilmente mediante
la eliminacién de aminodcidos de cualquier extremo de la molécula y el ensayo de la molécula resultante por sus
propiedades como receptor agonista. Las proteasas para eliminar un aminoécido por separado del N- terminal o del C-
terminal de un polipéptido son conocidos en la técnica.

El término “actividad inmunoestimuladora de células epiteliales” se refiere al desarrollo de una respuesta celular
inmune efectuada por las células epiteliales.

Una “respuesta celular inmune” se refiere a una respuesta inmune mediada por linfocitos T, por otros glébulos
blancos, o una combinacién de los dos. Un aspecto importante de la inmunidad celular implica una respuesta espe-
cifica de antigeno por células T citotéxicas (CTL). Las CTL presentan especificidad por antigenos peptidicos que se
presentan asociados con proteinas codificadas por el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) y se expresan en
las superficies de las células. Las CTL ayudan a inducir y activar la destruccién intracelular de patégenos intracelula-
res o la lisis de células infectadas con dichos patégenos. Otro aspecto de la inmunidad celular implica una respuesta
especifica de antigeno por células T auxiliares. Las células T auxiliares actian para ayudar a estimular la funcién y
centrar la actividad de células efectoras no especificas frente a células que expresan antigenos peptidicos en asociacién
con moléculas MHC en su superficie. Una “respuesta inmune celular” también se refiere a la produccién de citoqui-
nas, quimioquinas y otras de dichas moléculas producidas mediante células T activadas y otros glébulos blancos,
incluyendo los derivados de células T CD4+ y células T CD8+.

La OSM sola o combinada con IFN tipo I confieren propiedades inmunogénicas a las células epiteliales ya que
estimulan el proceso de procesamiento y presentacion de antigenos en dichas células.

El término “inmunogenicidad” se refiere a la capacidad de una sustancia particular, que se denomina el antigeno,
para provocar una respuesta inmune (ver, por ejemplo, Roitt: Essential immunology (lith Edition, Blackwell) para una
definicion en detalle de inmunogenicidad). Cuando se utiliza en relacién con la OSM sola o combinada con IFN tipo
I, se indica la capacidad de estas proteinas para inducir una respuesta del sistema inmune mediante la activacion de la
magquinaria de procesamiento y presentacién de antigenos en células epiteliales. La OSM sola o combinada con IFN
tipo I también se puede considerar como sustancias que aumentan la inmunogenicidad de células epiteliales, ya que
activan la produccién de antigeno y se expresan en las membranas celulares, donde el antigeno finalmente provoca
una respuesta inmune.

El proceso de procesamiento y presentacion de antigenos en células epiteliales implica la generacién de antigenos
en dichas células, es decir, la fragmentacién (proteolisis) de proteinas expresada por patégenos que han infectado la
célula epitelial, asi como proteinas aberrantes codificadas por genes mutantes, como por ejemplo genes mutados en
células cancerigenas. Estos antigenos end6genos que se degradan en fragmentos (por ejemplo, péptidos) en la célula,
se asocian a continuacién con moléculas MHC y finalmente se muestran o expresan -se presentan- en la superficie
de la célula junto con una molécula de histocompatibilidad de clase I, donde pueden ser reconocidos por el receptor
de células T en una célula T, particularmente células T CD8+, que presentan la maquinaria para destruir la célula
infectada o tumoral.

Como tal, la OSM sola o combinada con IFN tipo I aumentan la antigenicidad de las células epiteliales infectadas
o tumorales, haciendo que estas células procesen y presenten mas antigenos en sus superficies y, por tanto, se vuelvan
mds visibles y reactivas a respuestas inmunes, dando lugar finalmente a una destruccién selectiva de las mismas células.
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Por lo tanto, la OSM sola o combinada con IFN tipo I representan un agente ttil en la inmunoterapia del cancer
y enfermedades provocadas por patégenos infecciosos, tales como virus, bacterias, hongos y pardsitos, ya que dichas
proteinas pueden activar selectivamente el proceso de destruccién de tinicamente aquellas células epiteliales que estdn
infectadas con patégenos o que son tumorales.

El término “inmunoterapia”, tal como se utiliza en la presente invencion, se refiere a un tratamiento terapéutico o
profilactico basado en la activacién de una respuesta celular inmune.

En una realizacion de la presente invencion, la respuesta celular inmune puede ser una respuesta inmune innata
0 una respuesta inmune adaptativa. Preferiblemente, la respuesta celular inmune es una respuesta inmune adaptati-
va.

En una realizacién de la presente invencion, la actividad inmunoestimuladora de células epiteliales comprende la
proliferacion de linfocitos T, la transpresentacioén de interleuquina 15 (IL-15) a células NK o CD8+, o la produccién
de interfer6on gamma (IFN-y).

Una realizacién adicional de la presente invencion se refiere al uso de OSM, una agonista de OSMR, o una com-
binacién de OSM o un agonista de OSMR con interferdn tipo I, en la fabricaciéon de un medicamento para aumentar
la actividad inmunoestimuladora de células epiteliales en un ser humano, donde las células epiteliales estdn infectadas
con un patégeno celular o son células epiteliales tumorales.

El patégeno celular que infecta la célula epitelial pretende incluir virus patogénicos, bacterias, hongos y parasitos,
particularmente retrovirus, adenovirus, virus del papiloma, virus de herpes, citomegalovirus, virus adenoasociados, vi-
rus de la hepatitis, pneumovirus, norovirus, rotavirus, astrovirus, paramixovirus, virus de las paperas, proteinas virales,
viroides, y similares; meningococos, micobacterias, Salmonella sp., Shigella sp., Staphylococcus sp., Campylobacter
Jjejuni, Clostridium sp., Escherichia coli, Yersinia sp., Bordetella pertussis, Treponema sp., y similares; parasitos, ta-
les como Leishmania sp., Toxoplasma sp., Schistosoma sp., Clonorchis sp., o Plasmodium sp.; u hongos, tales como
Histoplasma sp., Aspergillus sp., Candida sp., Cryptococcus sp., Pneumocystis sp., y similares.

Las células epiteliales tumorales se pueden seleccionar de carcinomas, tales como adenocarcinoma (adenocar-
cinoma bronquiolo-alveolar, adenocarcinoma de células claras, adenocarcinoma folicular, adenocarcinoma mucino,
adenocarcinoma papilar, adenocarcinoma escirro, adenocarcinoma sebédceo, adenocarcinoma adrenocortical, tumor
carcinoide, carcinoma de células acinares, carcinoma adenoide quistico, carcinoma ductal, carcinoma endometroide,
adenocarcinoma pancredtico, carcinoma géstrico, cancer colorrectal, carcinoma hepatocelular, carcinoma intraductal
no infiltrante, carcinoma de células de los islotes, carcinoma lobular, carcinoma mucoepidermoide, carcinoma neu-
roendocrino, carcinoma de células renales, carcinoma de células en anillo de sello, carcinoma de apéndice cutaneo,
colangiocarcinoma, coriocarcinoma, cistadenocarcinoma, tumor de Klatskin, enfermedad de Paget extramamaria),
carcinoma adenoescamoso; carcinoma de células basales, carcinoma basoescamoso; carcinoma de tumor de Ehrlich;
carcinoma de células gigantes; carcinoma in situ (neoplasia interaepitelial cervical y neoplasia intraepitelial prosté-
tica); carcinoma de Krebs 2; carcinoma de células grandes; carcinoma de pulmén de Lewis; carcinoma de pulmén
de células no pequefias; carcinoma papilar; carcinoma de células escamosas (enfermedad de Bowen); carcinoma de
células transicionales; carcinoma verrucoso.

Las células epitealiales tumorales también se pueden seleccionar de neoplasmas adnexal y de apéndice cutdneo,
tales como adenocarcinomas sebdceos, carcinoma de apéndice cutdneo; neoplasmas de células basales, tales como
carcinomas de células basales (sindrome del nevo de células basales), carcinoma basoescamoso y pilomatrixoma; neo-
plasmas quisticos, mucinos y serosos, tales como adenocarcinomas mucinos, carcinoma mucoepidermoide, carcinoma
de células en anillo de sello/tumor de Krukenberg), cistadenocarcinoma (cistadenocarcinoma mucino, cistadenocarci-
noma papilar, cistadenocarcinoma seroso), cistadenoma (cistadenoma mucino, cistadenoma papilar, cistadenoma sero-
s0), tumor mucoepidermoide y pseudomixoma peritoneal, neoplasmas ductal, lobular y medular, tales como carcinoma
ductal (carcinoma ductal mamario, carcinoma ductal pancreatico), carcinoma intraductal no infiltrante (enfermedad
mamaria de Paget), carcinoma lobular, carcinoma medular, enfermedad extramamaria de Paget, papiloma intraductal;
neoplasmas fibroepiteliales, tales como adenofibroma, tumor de Brenner; neoplasmas mesoteliales, tales como tumor
adenomatoide, mesotelioma (mesotelioma quistico); y neoplasmas de células escamosas, tales como acantoma, car-
cinoma papilar, carcinoma de células escamosas (enfermedad de Bowen), carcinoma verrucoso, papiloma (papiloma
invertido).

La OSM, un agonista de OSMR, o una combinacién de OSM o un agonista de OSMR con interferén tipo I se pue-
den administrar juntos como formulaciones farmacéuticas separadas o como parte de la misma forma de dosificacién
unitaria. Alternativamente, la OSM, un agonista de OSMR, o una combinacién de OSM o un agonista de OSMR con
interferén tipo I se pueden administrar por separado pero como parte de una pauta terapéutica. Los dos componentes,
si se administran por separado, no necesitan ser administrados esencialmente a la vez, aunque es posible si se desea.
De este modo, la OSM, un agonista de OSMR, o una combinacién de OSM o un agonista de OSMR con interferén
tipo I se pueden administrar como dosificaciones o formas de dosificacién separadas, pero a la vez. Opcionalmente,
la administracién separada de OSM, un agonista de OSMR, o una combinacién de OSM o un agonista de OSMR con
interferén tipo I se puede realizar a diferentes tiempos y en cualquier orden.
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En una realizacién de la presente invencidn, se proporciona un producto que comprende OSM o un agonista de
OSMR, e IFN tipo I como un preparado combinado para el uso simultdneo, separado o secuencial para aumentar la
actividad inmunoestimuladora de células epiteliales en un ser humano. En una realizacién adicional, se proporciona
un producto que contiene OSM o un agonista de OSMR e IFN tipo I como un preparado combinado para el uso
simultdneo, separado o secuencial para aumentar la actividad inmunoestimuladora de células epiteliales en un ser
humano.

Como tal, la presente invencidn se refiere ademds a la combinacién de formulaciones farmacéuticas separadas en
forma de kit. Por ejemplo, un kit puede comprender dos formulaciones farmacéuticas separadas que comprenden: 1)
OSM o un agonista de OSMR; y 2) IFN tipo I. El kit también comprende un recipiente para las formulaciones sepa-
radas, tales como una botella dividida o un envase de aluminio dividido. Algunos ejemplos adicionales de recipientes
incluyen jeringas, cajas, bolsas y similares. Habitualmente, un kit comprende instrucciones para la administracién de
los componentes separados. La forma kit es particularmente ventajosa cuando los componentes separados se adminis-
trar preferiblemente en formas de dosificacién diferentes (por ejemplo, oral y parenteral), se administran a intervalos
diferentes de dosis o cuando se desea una concentracién de los componentes individuales de la combinacién por el
médico solicitante.

El producto o kit de la presente invencién es particularmente adecuado para aumentar la actividad inmunoesti-
muladora de células epiteliales en un ser humano. En una realizacién de la presente invencion, el producto o kit que
comprende OSM, un agonista de OSMR o una combinacién de OSM o un agonista de OSMR con interferén tipo
I se utiliza en la inmunoterapia del cdncer y enfermedades provocadas por patdgenos infecciosos, tales como virus,
bacterias, hongos y parasitos.

En una realizacién adicional, la presente invencion se refiere a los usos mencionados anteriormente de OSM sola
o combinada con IFN tipo I en la fabricacién de un medicamento para aumentar la actividad inmunoestimuladora de
células epiteliales en un ser humano, donde la OSM sola o combinada con IFN tipo I se formula en una composicién
farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de OSM sola o combinada con IFN tipo I, y un por-
tador farmacéuticamente aceptable. Una cantidad terapéuticamente eficaz en este contexto es una cantidad suficiente
para aumentar la actividad inmunoestimuladora de células epiteliales en un ser humano, de una manera clinicamente
significativa.

La OSM sola o combinada con IFN tipo I se puede formular en varias formas farmacéuticas para los fines de ad-
ministracién. Como composiciones apropiadas se pueden citar todas las composiciones utilizadas habitualmente para
la administracion sistémica de farmacos. Para preparar las composiciones farmacéuticas de la presente invencion, se
combina una cantidad eficaz de OSM sola o combinada con IFN tipo I como principio activo en una mezcla intima
con un portador farmacéuticamente aceptable, cuyo portador puede tomar una amplia variedad de formas dependiendo
de la manera de preparacién deseada para la administracion, Estas composiciones farmacéuticas son deseables en una
forma de dosificacién unitaria adecuada, particularmente, para la administracién mediante via oral, rectal, transdér-
mica, por inhalacién o parenteral (es decir, subcutdnea, intravenosa, intramuscular o intraperitoneal). La OSM sola
o combinada con IFN tipo I se puede administrar mediante via oral en formas de dosificacién sélidas, tales como
comprimidos, cdpsulas y polvos, o en formas de dosificacién liquidas, tales como elixires, jarabes y suspensiones. Las
composiciones farmacéuticas de la presente invencién también se pueden administrar parenteralmente, en formas de
dosificacién de liquido estéril. Entre las vias de administracion preferidas estdn las vias parenterales, particularmente
mediante inyecciones intramuscular, intravenosa o subcutinea.

Las formulaciones para la administracién parenteral pueden estar en forma de soluciones o suspensiones acuosas
0 no acuosas para inyecciones estériles isotonicas. Se pueden preparar, por ejemplo, soluciones inyectables, en las que
el portador comprende solucién salina, solucién de glucosa o una mezcla de solucién salina y glucosa. También se
pueden preparar suspensiones inyectables, en cuyo caso se pueden utilizar portadores liquidos apropiados, agentes de
suspension y similares. También se incluyen preparados en forma sdlida que pretenden convertirse, poco antes de su
uso, en preparados en forma liquida. En las composiciones adecuadas para la administracién percutanea, el portador
comprende opcionalmente un agente potenciador de la penetracion y/o un agente humectante adecuado, opcionalmente
combinado con aditivos adecuados de cualquier naturaleza en proporciones menores, cuyos aditivos no introducen un
efecto perjudicial significativo en la piel. Estos dltimos aditivos adecuados pueden ser anti-oxidantes, conservantes,
agentes estabilizantes, emulsionantes, sales para influir en la presién osmética y/o sustancias tampon.

Alternativamente, la OSM sola o combinada con IFN tipo I se puede liberar a las células epiteliales formuladas en
liposomas. Los liposomas se pueden preparar utilizando técnicas convencionales incluyendo sonicacion, didlisis con
quelatos, homogenizacién, infusién de disolvente acoplada con extrusién, extrusiéon por congelacién-descongelacion,
microemulsificacidn, asi como otras. Los reactivos utilizados para reticular un liposoma u otro agente que contiene
lipido a las proteinas de la presente invencién comprenden un derivado de fosfolipido para anclarse a un extremo
de la reticulacién en la capa lipidica y un grupo reactivo en el otro extremo para proporcionar un punto de unién
a la biomolécula diana. También se pueden utilizar liposomas polimerizados o liposomas recubiertos con polimero.
Dichos polimeros pueden estabilizar el liposoma, reducir su depuracién del cuerpo y/o reducir su inmunogenicidad. El
liposoma se puede cargar con un grupo funcional tal como un agente de diagndstico o terapéutico durante o después
de su formacién. El agente puede estar contenido en un nicleo acuoso del liposoma o se puede incorporar en o unido
a su membrana circundante.
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Es especialmente ventajoso formular las composiciones farmacéuticas mencionadas anteriormente en forma de do-
sificacidn unitaria para facilitar la administracion y la uniformidad de la dosificacién. La forma de dosificacion unitaria
tal como se utiliza en la presente invencidn, se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosificaciones
unitarias, conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de principio activo calculada para producir el efecto
terapéutico deseado en asociacion con el portador farmacéutico requerido. Ente los ejemplos de dichas formas de
dosificacién unitarias estan los comprimidos (incluyendo comprimidos rayados o recubiertos), capsulas, pastillas, su-
positorios, paquetes de polvos, obleas, soluciones o suspensiones inyectables, y similares, y combinaciones multiples
separadas de los mismos.

La dosificacién diaria de los compuestos segun la presente invencién variard con el modo de administracidn, el
tratamiento deseado y la gravedad del trastorno.

En general, se contempla que una cantidad diaria eficaz de OSM puede variar desde aproximadamente 0,05 hasta
aproximadamente 5,0 mg por paciente. En el caso de IFN tipo I, la cantidad diaria eficaz seria desde 1 a 1000 pg/mL. El
IFNa?2a se administra habitualmente en una cantidad de 11,1 pg/0,5 mL, 22,2 ug/0,5 mL, 33,3 ug/0,5 mL, diariamente
o tres veces por semana. El IFNa2b se administra habitualmente en una cantidad de 0,038 mg/1 mL, 0, 069 mg/1 mL,
0, 087 mg/1,5 mL, 0,144 mg/1,5 mL, 0,192 mg/1 mL, 0,288 mg/1,5 mL, mediante inyeccién de tres a cinco veces
por semana. El IFNB1a se administra habitualmente en una cantidad de 8,8 xg/0,5 mL, 22 pg/0,5 mL 6 44 ug/0,5 mL,
inyectado subcutdneamente tres veces por semana. El IFNB1b se administra habitualmente en una cantidad de 0,0625
mg/0,25 mL y se incrementa hasta 0,25 mg/1 mL inyectado subcutdneamente en dias alternativos.

Puede ser apropiado administrar la dosis requerida como una, dos, tres, cuatro o mds subdosis en los intervalos
apropiados a lo largo del dia. Ademads, es evidente que dicha cantidad diaria eficaz puede disminuirse o aumentarse
dependiendo de la respuesta del sujeto tratado y/o dependiendo de la evaluacion del médico que prescribe los com-
puestos de la presente invencién. Por lo tanto, los intervalos de las cantidades diarias eficaces son s6lo a modo de
guia.

La OSM sola o combinada con IFN tipo I se puede disponer como polipéptidos, por ejemplo como proteinas
recombinantes o, alternativamente, uno o ambos de dichos componentes se pueden disponer como un polinucledtido
que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica dichos componentes.

En una realizacion preferida, el polinucleétido que codifica dichos componentes estd comprendido en un vector.
En una realizacién de la presente invencidn, se proporciona un vector de expresién recombinante que comprende un
dcido nucleico que codifica OSM o un agonista de OSMR, y opcionalmente un 4cido nucleico que codifica interferén
tipo I, unido operativamente a una o mas secuencias de control que dirigen la produccién de la OSM o el agonista de
OSMR, y opcionalmente IFN tipo I en un huésped de expresion adecuado.

En algunos casos, el 4cido nucleico que codifica las diferentes cadenas polipeptidicas de OSM o un agonista de
OSM, y de IFN tipo I, se pueden disponer en el mismo vector de expresion.

Tal como comprenderd un experto en la materia, en lugar de la administracién combinada de un polinucléotido
que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica OSM o un agonista de OSM y un polinucléotido que
comprende una secuencia de nucledtidos que codifica IFN tipo I para aumentar la actividad inmunoestimuladora de
células epiteliales en un humano, otra manera de implementar la presente invencién consiste en administrar un vector
de expresion recombinante que comprende ambos polinucleétidos, es decir un vector que comprende la secuencia de
nucleétidos que codifica OSM o un agonista de OSMR y la secuencia de nucleétidos que codifica IFN tipo I. Cuando
el vector se expresa en el huésped receptor producird entonces las proteinas correspondientes que llevan cabo el efecto
terapéutico mencionado anteriormente.

Los vectores adecuados para acomodar los polinucledtidos que forman las composiciones y kits de la presente in-
vencién incluyen un plasmido o un vector que, cuando se introducen en la célula huésped, se integra o no en el genoma
de dicha célula. Dicho vector se puede obtener mediante procedimientos convencionales conocidos por expertos en la
materia y se pueden encontrar en, por ejemplo, (Sambrook et al., 2001).

No obstante, en el ambito de la presente invencion, el vector de la presente invencion es preferiblemente un vector
viral o no viral adecuado para su uso en terapia génica; a modo de ilustracién no limitante, dichos vectores pueden
ser vectores virales basados en retrovirus, adenovirus, alfavirus, etc., o en el caso de vectores no virales, los vectores
pueden ser complejos ADN-liposoma, ADN-polimero, ADN-polimero-liposoma, etc. (Hung, 1999). Dichos vectores
virales y no virales que comprenden una secuencia de nucleétidos que codifica OSM sola o combinada con IFN tipo I
se pueden administrar directamente al cuerpo humano mediante procedimientos convencionales.

En una realizacion particular, el vector es un vector viral, el cual en otra realizacion particular es un alfavirus, tal
como virus Semliki Forest, Sindbis y encefalitis equina venezolana (VEE); un adenovirus de capacidad elevada; un
adenovirus condicionalmente replicativo; o un virus adenoasociado. En una realizacion particularmente preferida, el
alfavirus es un virus Semliki Forest.

Dichos vectores se pueden utilizar alternativamente para transformar, transfectar o infectar células, preferiblemente
células mamiferas, incluyendo células humanas, por ejemplo, ex vivo, y, posteriormente, implantarlas en el cuerpo
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humano para obtener el efecto terapéutico deseado. Para su administracién al sujeto, dichas células se formulardn en
un medio adecuado que no afecte de manera adversa a su viabilidad. Asi mismo, tal como comprenderan los expertos
en la materia, dicho vector puede comprender, entre otros, multiples sitios de clonacién, secuencias reguladoras de la
expresion, origenes de replicacion adecuados para la célula huésped en los que se introduce el vector, marcadores de
seleccion, etc.

El vector de la presente invencién comprende una o mds secuencias de control o reguladoras de la expresion antes
del polinucleétido que estan unidas operativamente a dicho polinucledtido para dirigir la produccién de la OSM o
el agonista de OSMR, y opcionalmente IFN tipo I, en un huésped de expresién adecuado. Tal como se utiliza en la
presente descripcion, la expresion “unida operativamente” significa que el polinucleétido que codifica la OSM o el
agonista de OSMR y el polinucleétido que codifica el IFN tipo I se encuentran en el marco de lectura correcto para su
expresion bajo el control de dichas secuencias de control o reguladoras de la expresion.

Las secuencias reguladoras tutiles para la presente invencién pueden ser secuencias promotoras nucleares o, alter-
nativamente, secuencias potenciadoras y/u otras secuencias reguladoras que aumentan la expresion de la secuencia de
acidos nucleicos heterdloga. El promotor puede ser constitutivo o inducible. Si se desea la expresion constante de la
secuencia de 4cido nucleico heter6loga, entonces se utiliza un promotor constitutivo. Entre los ejemplos de promoto-
res constitutivos bien conocidos se incluyen el promotor inmediato temprano de citomegalovirus (CMV), el promotor
del virus del sarcoma de Rous, y similares. En la técnica se conocen otros ejemplos de promotores constitutivos y se
pueden utilizar en la implementacioén de la invencién. Si se desea la expresion controlada de la secuencia de acidos
nucleicos heter6loga, entonces debe utilizarse un promotor inducible. En un estado no inducido, el promotor indu-
cible debe ser “silencioso”. “Silencioso” se entiende que significa que en ausencia de un inductor, se detecta poca o
ninguna expresién de la secuencia de acidos nucleicos heteréloga; en presencia de un inductor, sin embargo, tiene
lugar la expresion de la secuencia de dcidos nucleicos heter6loga. El nivel de expresion se pueden controlar frecuen-
temente mediante la variacién de la concentracién del inductor. Mediante el control de la expresion, por ejemplo,
variando la concentracion del inductor de manera que un promotor inducible es estimulado de manera mds o menos
intensa, se puede influir en la concentracién del producto transcrito de la secuencia de dcidos nucleicos heteréloga.
En el caso de que la secuencia de dcidos nucleicos heterdloga codifique un gen, se puede controlar la cantidad sin-
tetizada de proteina. De este modo, es posible variar la concentracién del producto terapéutico. Entre los ejemplos
de promotores inducibles bien conocidos son un promotor sensible a andrégeno o estrégeno, un promotor sensible a
doxiciclina, un promotor de metalotioneina o un promotor sensible a ecdisona. En la técnica se conocen otros ejemplos
diversos y se pueden utilizar para implementar la invencion. Ademds de promotores constitutivos e inducibles (que
normalmente funcionan en una gran variedad de tipos de células o tejidos), se pueden utilizar promotores especificos
de tejido para conseguir la expresion de las secuencia de 4cidos nucleicos heterdloga especifica en células o tejidos.
Entre los ejemplos conocidos de promotores especificos de tejido se incluyen promotores especificos de higado tales
como promotores de albimina, alfa-1 antitripsina o hemopexina (Kramer et al., 2003), varios promotores especificos
de miusculo que incluyen: promotor de a-actina esquelética, promotor de actina cardiaca, promotor de troponina C
esquelética, promotor de troponina C cardiaca de contraccion lenta y el promotor/potenciador de creatina quinasa, o
promotores especificos de tumores tales como promotor de a-fetoproteina para carcinoma hepatocelular humana o
promotor de antigeno especifico de préstata para cancer de prostata. En la técnica se conocen una serie de promotores
especificos de musculo y se pueden utilizar en la implementacién de la invencién (para una revision de los promotores
especificos de musculo, véase, Miller er al., 1993).

“Heter6logo/a”, tal como se utiliza en la presente invencién, significa “de origen natural diferente” o representa
un estado no natural. Por ejemplo, heterélogo/a se refiere a una secuencia de nucleétidos derivada del mismo tipo de
células originales naturales e insertada en las mismas, pero que estd presente en un estado no natural, por ejemplo, un
nimero de copias diferentes, o bajo el control de diferentes elementos reguladores. De manera similar, si una célula
huésped se transforma con un ADN o gen derivado de otro organismo, particularmente de otra especie, este gen es
heterélogo con respecto al de la célula huésped y también con respecto a los descendientes de la célula huésped que
porta ese gen.

Los vectores de la presente invencion se pueden liberar a las células huésped mediante transfeccion. Entre las
técnicas de transfeccidon convencionales se incluyen una serie de técnicas reconocidas en el sector para introducir
acido nucleico exdgeno (por ejemplo ADN o ARN) en una célula huésped, incluyendo co-precipitacion con fosfato de
calcio o cloruro de calcio, transfeccién mediada por DEAE-dextrano, lipofeccién, (micro)inyeccion, o electroporacion.

Una realizacién adicional de la presente invencién se refiere a una célula huésped que comprende el vector de
expresion recombinante tal como se ha definido anteriormente en la presente invencion.

Una “célula huésped” se refiere a una célula procariota o eucariota que contiene ADN heter6logo que ha sido
introducido en la célula mediante cualquier medio, por ejemplo, electroporacién, precipitacion con fosfato de calcio,
microinyeccién, transformacion, infeccidén viral, y similar.

Los vectores de expresion recombinantes y las células huésped de la presente invencién son, por tanto, utiles
en la fabricacién de un medicamento para aumentar la actividad inmunoestimuladora de células epiteliales en un
ser humano. Como tal, se pueden acondicionar de manera adecuada con uno o més excipientes farmacéuticamente
aceptables, constituyendo de este modo una formulacién farmacéutica.
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En una realizacién adicional, la presente invencién se refiere a un procedimiento in vitro para la preparacioén de
linfocitos CD8+ estimulados para su uso en inmunoterapia adoptiva, comprendiendo dicho procedimiento:

a) tratar células o tejido epitelial derivados de un ser humano con una dosis eficaz de OSM, un agonista de OSMR,
o una combinacién de OSM o un agonista de OSMR con IFN tipo I, o el vector de expresién recombinante segtin la
reivindicacién 9;

b) irradiar las células o tejidos tratados obtenidos de la etapa a);
¢) cocultivar las células o tejido irradiados obtenidos de la etapa b) con
- células mononucleares de sangre periférica (PBMCs), o
- linfocitos CD8+ enriquecidos y opcionalmente células presentadoras de antigenos;

d) opcionalmente cocultivar los linfocitos CD8+ estimulados obtenidos de la etapa c) con células o tejido tratados
e irradiados obtenidos de la etapa b);

en el que las PBMCs, los linfocitos CD8 + y las células o tejido epitelial derivan de mismo sujeto humano.

Los procedimientos de utilizaciéon de linfocitos CD8+ para terapia celular adoptiva en el tratamiento de sujetos
humanos son conocidos por los médicos expertos en la materia. En dichos procedimientos se pueden utilizar los
linfocitos CD8+ preparados segiin los procedimientos descritos en la presente invencidn y conocidos en la técnica. Por
ejemplo, la terapia celular adoptiva que utiliza lineas de células T citotdxicas antitumorales se ha ensayado en clinica
en pacientes con neoplasia sélida (Turin ez al., 2007).

La presente invencion proporciona procedimientos para aumentar la inmunoterapia adoptiva mediante la disposi-
cién de un paciente con un nivel de inmunidad aumentada estimulando células ex vivo y, a continuacién, readministran-
dolas al paciente. Las células son histocompatibles con el sujeto y pueden ser alogénicas o autdlogas. Preferiblemente
derivan del mismo paciente a tratar.

El procedimiento de preparacioén in vitro de linfocitos CD8+ estimulados comprende aislar células mononucleares
de sangre periférica (PBMCs) de un paciente; aislar células epiteliales del mismo paciente y tratarlas con una dosis
eficaz de OSM, un agonista de OSMR, o una combinacién de OSM o un agonista de OSMR con un IFN tipo I, o
el vector de expresion recombinante de la presente invencion; irradiar las células tratadas; y expandir las células en
el cultivo a cantidades muy elevadas en un medio de cultivo. Estas células expandidas que comprenden linfocitos
CDS8+ estimulados se pueden entonces reintroducir a continuacién de nuevo en el paciente para fines inmunoterapéuti-
COS.

En otra realizacién, una vez se han aislado las PBMC, estas células se pueden aislar posteriormente para propor-
cionar un cultivo mds homogéneo o enriquecido en linfocitos CD8+ y, a continuacidn, estas células se readministran
al paciente.

Alternativamente, los linfocitos CD8+ estimulados obtenidos en la etapa c) del procedimiento descrito anterior-
mente se pueden co-cultivar con células o tejido tratados e irradiados obtenidos de la etapa b) anterior tantas veces
como sea necesario con el fin de obtener cantidades suficientemente elevadas de linfocitos CD8+ estimulados para su
uso en inmunoterapia del paciente en cuestion.

La presente invencién proporciona un procedimiento in vitro de preparacion de linfocitos CD8+ estimulados para
su uso en un inmunoterapia adoptiva que comprende aislar células epiteliales de un paciente y tratarlas con una dosis
eficaz de OSM, un agonista e OSMR, o una combinacién de OSM o un agonista d¢ OSMR con un IFN tipo I, o el
vector de expresion recombinante de la presente invencion; irradiar las células tratadas; co-cultivar el material tratado e
irradiado del paciente con linfocitos CD8+ enriquecidos y opcionalmente células presentadoras de antigenos (APCs),
tales como células dendriticas autélogas, monocitos, células B, lineas de células B transformadas con EBV, lineas de
células B alogénicas transformadas con EBV que expresan el alelo limitativo compartido, células presentadoras de
antigenos artificiales; y expandir estas células en el cultivo. Estas células expandidas que comprenden linfocitos CD8+
estimulados se pueden entonces reintroducir de nuevo en el paciente.

La presente invencién se refiere ademds a linfocitos CD8+ estimulados obtenibles mediante los procedimientos
descritos en la presente invencion, asi como al uso de estos linfocitos CD8+ estimulados como medicamento, o en
la fabricacién de un medicamento para el tratamiento del cidncer o enfermedades infecciosas. De manera equivalente,
la presente invencion proporciona un procedimiento de tratamiento del cdncer o una enfermedad infecciosa en un ser
humano, comprendiendo dicho procedimiento la administracién de una cantidad eficaz de linfocitos CD8+ estimulados
obtenibles segun los procedimientos descritos en la presente invencion.
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La OSM, un agonista de OSMR o una combinacién de OSM o un agonista de OSMR con IFN-« son, por tanto,
utiles como potenciadores in vitro de la actividad inmunoestimuladora de células epiteliales humanas.

La presente invencidn se ilustra mediante los siguientes ejemplos que no deben interpretarse como limitantes.

Ejemplos

Para analizar las propiedades inmunoestimuladoras de OSM en células diana, se utilizaron células de hepatoma tra-
tadas con citoquinas pulsadas con un péptido antigeno para estimular linfocitos T citotéxicos especificos de antigeno.
La activacién de linfocitos se midi6 mediante el andlisis de su produccién de IFN-y, un marcador utilizado habitual-
mente en el cebado de linfocitos T. La produccién de esta citoquina Th1 después del reconocimiento de antigeno por
células T se ha considerado habitualmente como un dato de lectura que se correlaciona con propiedades efectoras de
linfocitos ttiles en estrategias inmunoterapéuticas en infecciones virales y cancer (Brosterhus et al., 1999).

Material y métodos
Extraccion de ARN y RT-PCT a Tiempo Real

La extraccion total de ARN se realizé utilizando la Solucién de Lisis para la Purificacién de Acidos Nucleicos (Ap-
plied BioSystems) y el sistema semiautomdtico ABI PRISM 6100 Nucleic Acid PrepStation (Applied BioSystems).
La RT-PCR a Tiempo Real se realizé tal como se ha descrito (Larrea, et al., 2006) utilizando cebadores especificos
para cada gen. (Tabla 1).

Transferencia Western

Para el andlisis de Transferencia Western, se sembraron 1,5 x 10* células Huh7 o HepG2 en placas de 6 pocillos.
Después de 24 horas, las células se dejaron sin tratar o se trataron con 50 IU/ml de IFNe?2 (Sicor) o 20 ng/ml de
OSM (R&D Systems) o 50 IU/ml de IFNe2 mdas 20 ng/ml de OSM. Después de diferentes puntos de tiempo, las
células se lavaron con PBS y se recogieron en 150 ul de tampén de carga de proteinas (62,5 mM de Tris-HCl pH
6,8, glicerol al 10%, 5% de 2-ME, 2% de SDS, 0, 006% de azul de bromofenol). La transferencia Western se rea-
liz6 (Larrea et al, 2006) utilizando anticuerpos especificos: Anti-fosfo-STAT1tyr701, anti-fosfo-STAT3tyr705, anti-
fosfo-JAK1tyr1022/1023, anti-fosfo-Tyk2tyr1054/1055, anti-fosfo-p38thr180/tyr182 MAPK vy anti-conejo IgG unida
a HRP se adquirieron de Cell Signaling Technology. Los anticuerpos anti-STAT3, anti-Tyk2, anti-STAT?2, anti-fosfo-
STAT2tyr689 eran de Upstate Biotechnology. Los anticuerpos anti-p38 MAPK, anti-STAT1 eran de Santa Cruz Bio-
technology. Los anticuerpos anti-Tap1, anti-ICAM-1, anti-PSMB9Y, anti B2M y anti-HLA-ABC eran de Abcam. Los
anticuerpos anti-actina y anti-ratén IgG unida a HRP eran de Sigma-Aldrich.

Andlisis por microarray

Las células Huh7 se sembraron a razén de 1x10° células/placa en DMEM mds 10% de FBS. Después de 18 horas,
las células se dejaron sin tratar o se trataron con IFNa@2 (50 IU/ml), u OSM (20 ng/ml) o IFNa2 (50 IU/ml) combinado
con OSM (20 ng/ml). Tres dias después, las células se recogieron en 1 mi de reactivo TRIzol (Invitrogen). Los expe-
rimentos se realizaron por cuadriplicado. A continuacion, las muestras se procesaron en Progenika Biopharma S.A.
siguiendo las recomendaciones de Affymetrix y se hibrido el ARNc al array Affymetrix humano U133A 2.0. Tanto la
correccion del ruido de fondo como la normalizacién se realizaron utilizando el algoritmo de Robust Multichip Ave-
rage. Después del cdlculo de la expresion para cada grupo de sondas en todos los microarrays, se realizé un proceso
de filtracién para eliminar los grupos de sondas con una expresion baja. Aplicando el criterio de un valor de expresién
superior a 16 en el 17% de las muestras, se seleccionaron 17.927 grupos de sondas para el andlisis estadistico. Se
utilizaron Modelos Lineales para Datos de Microarray con el fin de encontrar los grupos de sondas que permitian una
expresion diferencial significativa entre las condiciones experimentales. Los genes afectados por los tratamientos con
IFN@2 u OSM o la combinacién de IFNa2 mas OSM, se identificaron como significativos utilizando un corte estadis-
tico B (B>0). Los genes descritos se seleccionaron en base al criterio del nimero de cambios y un enriquecimiento de
las categorias funcionales, estudiados mediante los softwares de Ingenuity (http://www.ingenuity.com) y Webgestalt
(http://bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt).

Ensayo de presentacion de antigenos

Las PBMC obtenidas de un donante sano de HLA-A2+ se pulsaron con 1 ug/ml de péptido 58-66 (GILGFVFTL)
de la matriz del virus de la gripe A limitado a HLA-A2- durante 2 horas a 37°C, se lavaron y se cultivaron en placas
de 24 pocillos a una densidad de 3x10° células/pocillo. Tres dias después, se afiadié IL-2 (10 U/ml) y las células
se cultivaron durante 5 dias adicionales. En el dia 8, las células recuperadas se cocultivaron (10°/célula) con células
HepG2 (5x10*/célula) tratadas previamente durante 4 dfas con 50 IU/ml de IFNa2 6 20 ng/ml de OSM 6 50 IU/ml de
IFN@2 més 20 ng/ml de OSM o células no tratadas, en presencia o ausencia de 1 pg/ml de péptido GILGFVFTL en
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placas de cultivo de base redonda de 96 pocillos. Después de 24 horas, se recogieron los sobrenadantes para medir la
produccién de IFN-y mediante ELISA (BD Biosciences).

Ensayo de la actividad de IL-15Ra

Se estim¢ la funcionalidad de IL-15Ra expresada en células Huh7 para transpresentar IL-15 a células CTLL-2.
Para este objetivo, se sembraron células Huh7 y se trataron con 50 IU/ml de IFN@a2, 20 ng/ml de OSM o la combinacién
de ambos tratamientos durante tres dias. A continuacion, se recogieron las células Huh7 y se incubaron durante una
hora con o sin 50 ng/ml de IL-15 exégena, se lavaron tres veces y se irradiaron a 15000 cGys en un Gammacell
3000 Elan. A continuacion, se cocultivaron 3x10* células Huh7 irradiadas con 1x10* células CTLL-2 en placas de 96
pocillos. En el dia 2, las células se pulsaron con 0,5 uCi/pocillo de timidina tritiada durante 8 horas, se recogieron y
se midi6 la incorporacién de timidina en un contador de centelleo (Topcount, Packard).

Andlisis de citometria de flujo

Se estudi6 la expresion de la molécula de superficie ICAM1 en células Huh7 y HepG2 no tratadas o tratadas
con 50 IU/ml de IFNa2 6 20 ng/ml de OSM 6 50 IU/ml de IFN@2 mas 20 ng/ml de OSM durante cuatro dias. A
continuacidn, las células se recuperaron en PBD-EDTA vy se tifieron con anti-ICAM1 humano marcado con PE o
control de isotipo IgG-PE (BD Biosciences). Después de 30 minutos, las células se lavaron y analizaron utilizando un
citémetro FACSCalibur (Becton Dickinson).

Andlisis estadistico

Los métodos estadisticos utilizados fueron los descritos previamente (Larrea ef al., 2006). Los datos eran la media
+ SD; un valor p < 0,05 se consideraba como significativo.

TABLA 1

Cebadores utilizados en este estudio

Gen Cebador de sentido ({5’'-3Cebador antisentido (5’ -3
B2M AGGCTATCCAGCGTACTCCA ATCTTTTTCAGTGGGGGTGA
Cxcll/2 |CACCCCAAGAACATCCAAAG AGCCACCAGTGAGCTTCCTC
Cxcl3 CAAACCGAAGTCATAGCCAC TTCTCTCCTGTCAGTTGGTG
GBP2 TGGCTCCAGAGATCAACTTG TTCCCTTGGTGTGAGACTTC
HLA-A GATAATGTATGGCTGCGACG GTGGGTCATATGTGTCTTGG
HLA-B ACCAAACTCAGGACACTGAG ATGACCACAACTGCTAGGAC
HLA-C AGACACAGAAGTACAAGCGC TGTAATCCTTGCCGTCGTAG
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IL-32 CAGTGGCGGCTTATTATGAG GTTGCGGGATCCTCAACATC
IL-7 CCCTGATCCTTGTTCTGTTG AAATTGCCTCAACTTGCGAG
IL-15Ra | GGAACCACAGAGATAAGCAG CCTTGACTTGAGGTAGCATG
IRF1 CTGATACCTTCTCTGATGG TCCAGGTTCATTGAGTAGG
ICAM-1 CCGAGCTCAAGTGTCTAAAG CCTTTTTGGGCCTGTTGTAG
MYD88 TTGAGTACTTGGAGATCCGG ACCTGTAAAGGCTTCTCAGC
PSMBS CAGAATTCTTCCAGTCCCTG AGTACAGCCTGCATTCCTTG
PSMB9 CATCATGGCAGTGGAGTTTG TGAGATGTGCAGACAAGTCC
S100A9 |CTTGCAAAATGTCGCAGCTG CATGATGAACTCCTCGAAGC
TAPBP TGATGGTCAGCATATCCAGC AAGTCCAGCAGAGCATCTTG
TAP1 TCGTTGTCAGTTATGCAGCG CCCGTAAAGAATGGAATGGC
TAP2 GGACCAGGTGAACAACAAAG CAAAGGAGAAGAGGCACATG
UBE2L6 |[ACAACCAAGATCTACCACCC ATTCTGTGTCAGCAGGTCAG
ULBP2 GCTACCAAGATCCTTCTGTG AGTCTTTTCATCCACCTGGC
U-actinag| AGCCTCGCCTTTGCCGA CTGGTGCCTGGGGCG

Preparacion de PBMCs
Se obtienen grandes cantidaddes de PBMCs de pacientes mediante una leucaferesis que se realiza con un dis-

positivo Spectra Cobe (Lakewood Co., Estados Unidos) utilizando el programa MNC (método semiautomatico) y
procesando por lo menos un volumen de sangre.

Estimulacion in vitro de linfocitos CD8+

Las células o tejido epitelial tumorales derivados de humano se obtienen de un paciente mediante cirugia. El tejido
extraido del cuerpo humano se procesa para eliminar el tejido graso y necrético. Se prepara una suspension de células
individuales mediante métodos bien conocidos en la técnica tales como disgregacién mecénica o digestion enzimatica
secuencial.

Las células epiteliales tumorales se tratan durante 4 dias con OSM, un agonista de OSM, o una combinacién de
OSM o un agonista de OSM con un IFN tipo L.

Las células epiteliales tumorales tratadas (TTEC) se siembran a razén de 0,5-1x10° células/mL en CellGRo SCGM
(Cell Genix, Alemania), suplementado con FBS al 10% y se cultivaron a 37°C y 5% de CO, durante un periodo
de 2 semanas. Se extrajeron las TTECs no viables a cada cambio de medio (dias alternativos). Cuando las TTECs
cubren por lo menos el 70% de la superficie de crecimiento y esta disponible una cantidad adecuada de TTECs, se
realiza una seleccion negativa con microparticulas anti-fibroblasto (Mini-Macs, Miltenyi Biotec, Estados Unidos),
segun las instrucciones del fabricante. Cuando estd disponible la efusién neopldsica, se centrifuga la muestra, y las
TTECs obtenidas mediante seleccién negativa se siembran en matraces de cultivo a razén de 1-5x10° células/mL en
CellGro SCGM vy se cultivan tal como se ha descrito anteriormente. En las fases iniciales y periodicimente durante el
subcultivo, las TTECS son caracterizadas ampliamente mediante una serie de criterios de evaluacion (es decir, andlisis
morfolégico y fenotipico y redistribucidn génica) para establecer la correlacién con el tejido de origen.

En la fase inicial, en lugar de en las fases a largo plazo, las TTECs se utilizan para minimizar la posibilidad
de modificar las caracteristicas primarias como consecuencia del recultivo extensivo in vitro. Las lineas de TTEC,
después del andlisis morfologico y fenotipico, se crioconservan hasta su uso como células estimuladoras y diana
(pureza > 98%).
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Las células enriquecidas con CD8 (10° células/mL) se cocultivan en placas de 48 pocillos (volumen final de 1 mL)
con células dendriticas (2x10° células/mL), y TTECs (0,5-1x10° células/mL) irradiadas (20000 rads). Después de 7-
10 dias, los cultivos se reestimulan con TTECs irradiadas (5x10° células/ml). El mismo protocolo se utiliza para un
ciclo adicional de estimulacién especifica de tumores.

Resultados
Sefializacion de Jak/STAT en células Huh7 tratadas con IFNa y/u OSM

Para analizar los mecanismos de sefializacién celular activados por el efecto combinado de OSM e IFNa, se realiz6
un andlisis de inmunotransferencia de proteinas Jak/STAT en células Huh7 tratadas durante 1, 3, 24, 48 y 72 horas,
con IFNa2 u OSM o ambos. Tal como se muestra en la figura 1, la STAT2 sélo fue activada por IFNe?2 o por su
combinacién con OSM, siendo la activacién transitoria y no detectable antes de 24 horas. De manera similar, la
STAT1 se fosforil6 fuertemente mediante IFNa2 después de 1 y 3 horas, pero su activacién ya no estaba presente a las
24 horas. Sin embargo, el IFNa?2 provocé un aumento de la proteina STAT1 total que fue evidente desde las 24 horas
en adelante. La OSM activ6 la STAT1 después de 1 hora y la sefial fue desapareciendo durante los siguientes puntos
de tiempo pero permanecio hasta las 72 horas. La OSM también incrementd, aunque moderadamente, los niveles de
proteina STAT1 total. Cuando se combiné IFNa2 con OSM, se observé un efecto aditivo de las dos citoquinas que
dio como resultado un aumento de los niveles de STAT1 total y prolong6 la activacién de esta molécula conduciendo
a una fuerte sefial de activacién de STAT1 que duraba hasta las 72 horas. En cuanto a STAT3, el IFNa2 provocé sélo
una activacion leve y transitoria de la molécula que no se detecté mas después de 1 hora. En cambio, la OSM sola
y la combinacién de OSM mads IFNa2 indujeron una activaciéon rdpida y muy robusta de STAT3 que persistié a las
72 horas. Esto se vio acompafiado por niveles mas elevados de la proteina STAT3 desde las 24 horas hacia delante.
Ademéds, la OSM, sola o en combinacién con IFNa?2, provoc una activacién mas fuerte y prolongada de Jakl que
cuando se utilizaba IFNa?2 solo (Figura 1A).

A partir de estos descubrimientos, parece posible que la activacién mas larga y fuerte de Jakl, STAT1 y STAT3
cuando se utiliza OSM mds IFNa?2 pueda facilitar una formacién duradera de homodimeros y heterodimeros de STAT'1
y STAT3.

Dado que se ha observado que la activacién de p38 MAPK facilita la expresién génica dirigida por IFNa@2 mediante
elementos ISRE y GAS (Parmar, 2003), se analiz6 el efecto de las dos citoquinas en la activacién de esta molécula de
seflalizacion. Se observé que en las células Huh7, el IFNa@ no conseguia inducir la fosforilacién de p38, mientras que
OSM mas/menos IFNa provocé una activacién destacada de p38 durante por lo menos 72 horas (Figura 1B). Parece
posible que este efecto de OSM sobre p38 pueda contribuir a aumentar la expresion de genes sensibles a IFNa cuando
las dos citoquinas se utilizan combinadas.

Andlisis por microarrays de genes inducidos por IFNa y/u OSM

Para llegar a entender bien el programa transcripcional puesto en marcha mediante la accién de unién de IFNa2
mds OSM, se estudio el transcriptoma de células Huh7 incubadas durante 72 horas en medio basal o en presencia de
IFNe@2 (50 TU/ml) u OSM (20 ng/ml) o ambos. Después de los estudios de andlisis funcional con los genes diferen-
temente expresados, se observé un enriquecimiento de algunas categorias bioldgicas que incluian genes antivirales,
genes implicados en la presentacion de antigenos y genes que codifican los factores inmunoreguladores claves. La
validacién de estos genes se realizé mediante RT-PCR cuantitativa después de la extraccién de ARN de células Huh7
tratadas con IFNe2, OSM o ambos durante 24, 48 y 72 horas. Los genes validados se podian agrupar en dos grupos:
a) genes sensibles o no a IFNa que no mostraron cambios o muy pocos con OSM sola, pero manifestaron una regu-
lacién por incremento vigorosa mediante el tratamiento de combinacién; B) genes que fueron inducidos por OSM,
asf como mediante la combinacién de las dos citoquinas. El Grupo A comprendia principalmente genes antivirales y
genes implicados en el procesamiento y presentacién de antigenos. El grupo B incluia genes que codifican molécu-
las relevantes para la inmunidad innata, genes implicados en la activacion y expansién de linfocitos, asi como genes
antivirales especificos y genes implicados en la presentacion de antigenos.

OSM induce elementos claves de la inmunidad innata

Los datos de los estudios de validacioén por microarray y RT-PCR indicaron que la OSM participa en la inmunidad
innata no s6lo mediante el aumento de la expresién de genes antivirales estimulados por IFNe, sino también mediante
la induccidén directa de moléculas que son esenciales en la defensa natural contra la infeccién incluyendo MYDS88,
S100A9, ULBP2, IL-32, IRF1 y GBP2 y los genes de quimiogionas CXCL1, CXCLe y CXCL3 (Figura 2).Para varios
de estos genes, la combinacién de OSM mds IFNa aument6 su expresion en niveles més elevados que con OSM sola.

Regulacion por incremento de moléculas implicadas en el procesamiento y presentacion de antigenos mediante el
efecto combinado de OSM e IFN«a o mediante OSM sola

Tal como se ha indicado previamente, se reguld por increment6 de manera severa un grupo de genes que codificaban
moléculas con funciones esenciales en el procesamiento y presentacion de antigenos cuando las células Huh7 se
trataron con OSM mds IFNa?2. Estos genes inclufan: a) miembros del sistema ubiquitina-inmunoproteasoma UBE2L6,
PSMBS8 y PSMB9, implicados en la generacion de péptidos de proteinas citosélicas, b) transportadores de péptidos
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en el reticulo endoplasmadtico para la asociacién con moléculas MHC clase I, concretamente TAP1 y TAP2, c) genes
HLA clase I, especialmente HLA-A, HLA-B y HLA-C, y B2M (Figura 3 (a-I) que codifica la microglobulina 2, una
molécula esencial para la expresion estable de las moléculas de clase I en las superficies celulares (Rizvi, et al., 2006).

Por otro lado, se observo que la OSM per se inducia otros genes que son criticos para la presentacion de antigenos,
tales como TAPBP (Figuras 3J), cuyo producto génico media en la interaccion entre TAP1 y HLA clase I (Rizvi et al.,
2006).

En un andlisis por transferencia Western de PSMB9 y TAP1 en células Huh7 se mostré que el tratamiento con
IFN@2 méas OSM indujo fuertemente la expresién de estas moléculas en los dias 3 y 4 de incubacién, mientras que
cada citoquina sola provocé un leve incremento de las mismas proteinas (Figura 3K). Las proteinas HLA clase |
experimentaron una regulacién por incremento principalmente con IFNa2 y menos con OSM con un efecto aditivo de
las dos citoquinas que fue evidente en el dia 3, pero no en puntos posteriores en el tiempo (Figura 3K). La proteina
B2M mostré una regulacién por incremento principalmente por IFNa?2 en el dia 3 y por el tratamiento combinado en
el dia 4 (Figura 3K).

Estos resultados indican que la accién concertada de IFNa2 y OSM en células epiteliales de higado estimulan
fuertemente la maquinaria responsable de la generacion y presentacién de péptidos antigénicos a los efectores de la
respuesta inmune adaptativa. Este efecto es de considerable importancia para facilitar la depuracién inmune de las
células infectadas con virus.

OSM aumenta la funcion estimuladora de células Huh7 y su capacidad para transpresentar IL-15

Ademds de los hallazgos anteriores, se observé que la OSM induce en células Huh7 genes que codifican moléculas
que favorecen la activacién y expansion de linfocitos, concretamente ICAM-1, IL-15Ra e IL-7 (Figura 4, A-C). El ané-
lisis por transferencia Western indicé que la OSM sola o combinada con IFNa?2 provocé la regulacién por incremento
de ICAM-1 con un patrén de bandas mdltiples consistente con la hiperglicosilacién (Figura 4D), un efecto asociado
con una actividad estimuladora més elevada de la proteina (Diamond, et al., 1991). En concordancia con estos resul-
tados, los estudios de citometria de flujo mostraron que la OSM vy el tratamiento combinado con IFNa@2 aumentaban
la abundancia de ICAM-1 en la membrana celular de células Huh7 (Figura 4E). Otra molécula relevante que confiere
propiedades inmunoestimuladoras a las células epiteliales es IL-15Re, la cual es esencial para la transpresentacién
esencial de IL-15 a células T CD8+. Para establecer la funcién de OSM en el aumento de la expresion de la IL-15Ra
funcional, se estudid el efecto de OSM, IFNa2 u OSM mas IFNe2 en la capacidad de células Huh7 pulsadas con IL-
15 para mantener la proliferacion de células CTLL-2 (una linea celular sensible a IL-15). Tal como se representa en
la Figura 4F, se observo que la OSM sola o combinada con IFNa?2 provoca una estimulacién significativa de la proli-
feracion de CTLL-2, mientras que el crecimiento celular era similar con todas las formas de tratamiento en ausencia
de IL-15. Nuestros datos muestran que la OSM aumenta la transpresentacion de IL-15 por células hepatociticas y que
este efecto es mas potente que el mostrado por IFNa.

Se investigé ademads si la OSM sola o combinada con IFNa?2 era capaz de aumentar la actividad inmunoestimula-
dora de células epiteliales del higado. Para este objetivo, se incubaron células HepG2 con medio que contenia OSM, o
IFN@2 o en combinacién o en medio solo y, a continuacidn, las células se pulsaron con un péptido del virus de la gripe
A presentado por HLA-A2. Estas células se utilizaron para estimular la produccién de IFNy por CTL sensibilizado.
En este experimento, se utilizaron células HepG2 ya que son HLA-A2+ y se observé que respondian a OSM con una
regulacién por incremento de genes implicados en la presentacién e inmunoestimulacién con antigenos de la misma
manera que las células Huh7 (Figura 4H-N). En concordancia con los datos anteriores, se observo que el pretrata-
miento con OSM o la combinacién de OSM mads IFNa?2 aumentd la capacidad de las células HepG2 para estimular la
produccion de IFNy por CTL de manera mads eficaz que cuando se utiliza IFNa2 solo (Figura 4G).

La interaccién positiva de OSM con INF tipo I en la induccién de moléculas inmunoreguladoras se observo no
s6lo con IFNg, sino también con IFNg (Figura 5).
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REIVINDICACIONES

1. Uso de oncostatina M (OSM), o una combinacién de OSM con interferén tipo I (IFN tipo I); en la fabricacién
de un medicamento para aumentar la actividad inmunoestimuladora de células epiteliales en un humano.

2. Uso segun la reivindicacién 1, en el que la respuesta inmune es una respuesta inmune adaptativa.
3. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en el que la actividad inmunoestimuladora de las células
epiteliales comprende la proliferacion de linfocitos T, la transpresentacion de interleuquina 15 (IL-15) a células NK o

CD8+, o la produccién de interferén gamma (IFN-y).

4. Uso segin cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que las células epiteliales estdn infectadas con una
patégeno celular o son células epiteliales de un tumor.

5. Uso segtn la reivindicacién 4, en el que el patégeno celular se selecciona entre un virus, una bacteria, un hongo
y un pardsito.

6. Vector de expresion recombinante que comprende un dcido nucleico que codifica OSM, y opcionalmente un
dcido nucleico que codifica interferén tipo I, unido operativamente a una o mds secuencias de control que dirigen la
produccién de la OSM, y opcionalmente IFN tipo I en un huésped de expresién adecuado.

7. Célula huésped que comprende el vector de expresion recombinante segun la reivindicacién 6.

8. Célula huésped segtin la reivindicacién 7, en la que dicha célula huésped es una célula procariota o eucariota.

9. Uso del vector de expresion recombinante segin la reivindicacioén 6, o una célula huésped segin cualquiera
de las reivindicaciones 7-8, en la fabricacion de un medicamento para aumentar la actividad inmunoestimuladora de

células epiteliales en un ser humano.

10. Formulacién farmacéutica que comprende el vector de expresion recombinante segun la reivindicacién 6, o una
célula huésped segtn cualquiera de las reivindicaciones 7-8, y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

11. Procedimiento in vitro para la preparacién de linfocitos CD8+ estimulados para su uso en inmunoterapia
adoptiva, comprendiendo dicho procedimiento:

a) tratar células o tejido epitelial derivados de un ser humano con una dosis eficaz de OSM, o una combinacién de
OSM con IFN tipo I, o el vector de expresion recombinante segiin la reivindicacion 6;

b) irradiar las células o tejidos tratados obtenidos de la etapa a);
¢) cocultivar las células o tejido irradiados obtenidos de la etapa b) con
- células mononucleares de sangre periférica (PBMCs), o
- linfocitos CD8+ enriquecidos y opcionalmente células presentadoras de antigenos;

d) opcionalmente cocultivar los linfocitos CD8+ estimulados obtenidos de la etapa c) con células o tejido tratados
e irradiados obtenidos de la etapa b);

en el que las PBMCs, los linfocitos CD8+ y las células o tejido epitelial derivan del mismo sujeto humano.
12. Procedimiento in vitro segtn la reivindicacién 11, en el que las células presentadoras de antigenos en la etapa
¢) son células dendriticas.

13. Linfocitos CD8+ estimulados obtenibles mediante el procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones
11-12.

14. Uso de los linfocitos CD8+ estimulados segtin la reivindicacién 13 en la fabricacién de un medicamento para
el tratamiento del cancer o enfermedades infecciosas.

15. Uso in vitro de OSM, o una combinacién de OSM con IFN tipo I, como potenciadores de la actividad estimu-
ladora de células epiteliales humanas.
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Figura 1 (continuacién)
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Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacidn industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion:

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como ha sido publicada.

Consideraciones:

La invencion consiste en el uso de la oncostatina M (OSM) o una combinacién de OSM con interferén tipo |, en la fabricacién de
un medicamento para aumentar la actividad inmunoestimuladora de células epiteliales de un humano que estan infectadas por
un patoégeno celular o son células tumorales; también forman parte de la invencién un procedimiento in vitro para la preparacion
de linfocitos CD8+ estimulados para su uso en inmunoterapia adoptiva y los linfocitos CD8+ obtenidos por dicho procedimiento.
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200802835

1. Documentos considerados:

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la reali-
zacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
DO1 WO 2006134195 A2 21-12-2006
D02 WO 2004053113 A1 24-06-2004
D03 US 20020119121 A1 29-08-2002

Observaciones sobre documentos:

El documento D01, de los solicitantes de la presente solicitud, describe el uso combinado de OSM e IFN-? para tratar la
hepatitis C.

El documento D02, describe la obtencién de células CD8+ activadas para ser utilizadas en terapia adoptiva. El método consiste
en cultivar células dendriticas y células CD4+ en presencia de antigenos diana, IL-7 e IL-2, para inducir células T CD8+ cito-
toxicas especificas para ese antigeno. Se pueden obtener células CD8+ reactivas contra virus, bacterias, hongos, protozoos,
parasitos y células tumorales.

El documento D03, describe un método similar al anterior, para obtener células CD8+ activadas con reactividad inmunolégica
frente a antigenos diana relacionados con enfermedades infecciosas o tumorales.

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de marzo,
de patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

Reivindicaciones 1-10.

El uso de la OSM, sola o combinada con interferdn tipo | para aumentar la actividad inmunoestimuladora de células epiteliales,
ha sido descrita previamente. El documento D01, describe el uso de OSM e interferén | alfa para tratar la hepatitis C en las
mismas dosis que la presente solicitud; por tanto, las reivindicaciones 1-10, carecen de novedad.

No se ha descrito previamente, dicho uso para aumentar la actividad inmunoestimuladora de células tumorales.
Reivindicaciones 13, 14.

Los documentos D02, y D03, describen procedimientos para obtener linfocitos CD8+ activados con reactividad inmunolégica
frente a antigenos diana relacionados con enfermedades infecciosas o tumorales. Los procedimientos descritos no utilizan
OSM, aunque el documento D03 en el parrafo [0074], menciona que factores que pueden ser (tiles como aditivos en el "método
de la invencién" son citoquinas, factores de crecimiento, factores de diferenciacion, proteinas implicadas en el mantenimiento
de la diferenciacién celular y factores que estimulan la apoptosis entre los que se cita el interferon | alfa. Los linfocitos CD8+
obtenidos por el procedimiento de la invencion, no son diferentes de los obtenidos en los procedimientos descritos en D02 y
D03, por lo que las reivindicaciones 13 y 14 carecen de novedad.

Las reivindicaciones 1-10, 13 y 14 no cumplen los requisitos de novedad y actividad inventiva de acuerdo a los Art. 6 y 8 de la
LP.

Reivindicaciones 11, 12y 15.

No se ha encontrado en el Estado de la Técnica, un procedimiento de obtencién de linfocitos CD8+, en el que las células
epiteliales con antigenos diana, relacionadas con enfermedades infecciosas o tumorales son tratadas con OSM e IFN-I alfa
para potenciar su actividad inmunoestimuladora. Las reivindicaciones 11, 12y 15 cumplen los requisitos de novedad y actividad
inventiva de acuerdo a los Art. 6y 8 de la LP.
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