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DESCRIPCION
Administracién de enzimas de deplecién de la quinurenina para la terapia tumoral
La presente solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la solicitud provisional de patente US n.° 62/120.418,
presentada el 25 de febrero de 2015y de la solicitud provisional de patente US n.° 62/043.663, presentada el 29 de
agosto de 2014.

Antecedentes de la invencién

La invencién se llevé a cabo con el apoyo gubernamental bajo la subvencién n.° R01 CA154754 otorgada por el
National Institutes of Health. El gobierno posee determinados derechos en la invencién.

Campo de la invencién

La invencién se refiere de manera general a composiciones y a su utilizacién en métodos para el tratamiento del cancer
con enzimas que deplecionan la L-quinurenina o la L-3-hidroxiquinurenina. Méas particularmente, se refiere a la
ingenieria, optimizacién farmacoldgica y utilizacién de enzimas de mamiferos con actividad de degradacién de la L-
quinurenina adecuada para la terapia humana.

Descripcién de la técnica relacionada

La sobreexpresién de las isoformas de indolamin-2,3-dioxigenasa (IDO1 o IDO2) por las células cancerosas o la
reprogramacién de leucocitos infiltrantes de cancer para expresar cualquiera de estos enzimas ha mostrado tener un
efecto profundo sobre la atenuacién de las respuestas inmunitarias adaptativas contra el cancer. IDO1 e IDO2, asi
como el enzima triptéfano 2,3-dioxigenasa (TDO, por sus siglas en inglés), cuya expresién por las células estromales
puede ser inducida por algunos tumores, catalizan la etapa limitante de la velocidad del catabolismo del triptéfano
(Trp) en L-quinurenina (KYN) (Godin-Ethier et al., 2011). Los tumores intercambian una molécula citosélica de KYN
por una molécula extracelular de Trp utilizando un intercambiador de aminoacidos similar a LAT1 (Kaper et al., 2007),
que presenta el doble efecto sobre las células inmunitarias de elevar localmente los niveles de KYN y reducir
localmente los niveles de Trp. Las células inmunitarias vecinas internalizan KYN, en donde es un ligando activador
para el receptor de hidrocarburos arilicos (RAH) que resulta en la expresién de numerosas citoquinas y quimioquinas
que conducen a la tolerancia tumoral a través de la diferenciacién de células inmunitarias y/o la induccién de apoptosis
(Della Chiesa et al., 20086; Opitz et al., 2011; Song et al., 2011). Ademés, otros compuestos relacionados con KYN
formados a partir de quinurenina, especialmente el acido quinurénico, también ejercen un efecto inmunosupresor al
servir como agonistas del receptor GPCR huérfano GPCR35. La inhibicién de la formacién de KYN (y, por lo tanto, la
inhibicién de la formacién de subproductos del metabolismo de KYN, incluyendo el acido quinurénico, 3-
hidroxilquinurenina y acido quinolinico, mediante la inhibicién de IDO1 o TDO ha recibido una cantidad significativa de
atencién como diana de cancer (Chen y Guillemin, 2009; Rutella et al., 2009; Prendergast, 2011). Se han desarrollado
inhibidores de anélogos del sustrato, tales como 1-DL-metiltriptéfano, para IDO1 e inicialmente han mostrado ser
prometedores para superar la tolerancia tumoral inducida por el cancer, restaurando de esta manera la capacidad del
sistema inmunitario nativo para combatir los tumores (Lob et al., 2009). Sin embargo, KYN también es producido por
la triptéfano 2,3-dioxigenasa (TDO), que también se expresa con frecuencia en tumores y este enzima no resulta
inhibido por 1-DL-metiltriptéfano (Pilotte et a/., 2012). También hay preocupaciones adicionales con el isémero D del
1-DL-metiltriptéfano (1-D-MT) actualmente en ensayos clinicos de fases 1y 2. Paradéjicamente, 1-D-MT puede regular
positivamente la expresion de IDO1, de hecho incrementando los niveles de KYN e induciendo la inmunosupresién en
determinados canceres (Opitz et al., 2011).

El control de la produccidn tumoral de KYN es el foco de muchas investigaciones y tiene el potencial de tratar, entre
otros, canceres, tales como el cancer de mama, ovarico, glioblastoma y carcinoma pancreatico. Es conocido que KYN
suprime la proliferacién, ademés de inducir la apoptosis en las células T y las células NK (Opitz et a/., 2011; Mandi y
Vacsei, 2012), lo que permite a los tumores evadir la deteccién y destruccidén por el sistema inmunitario del paciente.
KYN es un potente ligando del receptor de hidrocarburos arilicos (RHA) cuya activaciéon en las células T induce la
diferenciacién en células T reguladoras (Treg) CD25*FoxP3* (Mezrich et al., 2010). También se ha mostrado que KYN
impide la regulacién positiva mediada por citoquinas de receptores especificos (NKp46 y NKG2D) necesarios para la
eliminacién de lineas celulares tumorales mediada por células NK (Della Chiesa et al., 2006), una accién que también
esta mediada probablemente por su efecto agonista sobre el RAH (Shin et al., 2013). También hay pruebas clinicas
que relacionan los niveles elevados de KYN en suero con una reduccién de la supervivencia en multiples tipos de
cancer. En pacientes sanos, los niveles de KYN en el suero estdn comprendidos en el intervalo de 0,5a 1 M. En los
pacientes con tipos de cancer que producen KYN, tales como el linfoma difuso de células B grandes, se midieron
niveles séricos de KYN hasta 10 veces més altos (Yoshikawa et al., 2010; De Jong et al.,2011; Yao et al., 2011) y
eran prondsticos de supervivencia entre pacientes con linfoma que recibian el mismo régimen de tratamiento; aquellos
con niveles séricos inferiores a 1,5 yM mostraron una tasa de supervivencia a 3 afios de 89 %, en comparacién con
solo 58 % de supervivencia en aquellos con niveles de KYN superiores a 1,5 uM. Esta diferencia en la supervivencia
se atribuy6 a los efectos inmunosupresores de KYN (Yoshikawa et al., 2010). La utilizacidén de inhibidores de IDO de
molécula pequefia, tales como 1-D-MT, ha demostrado utilidad en el control de los niveles de KYN para restaurar la
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funcién inmune, aunque los efectos fuera de diana de la regulacién positiva de IDO1 por 1-D-MT Yy la falta de inhibicidn
de TDO y la isoforma IDO1 son motivo de preocupacién.

La presente invencién da a conocer la utilizacién de enzimas para la deplecién especifica de KYN y sus metabolitos
en tumores y/o en sangre. Los enzimas de deplecién de KYN se utilizan para reducir las concentraciones de KYN para
el tratamiento de tumores que expresan IDO1, IDO2 o TDO, impidiendo de esta manera los efectos tolerogénicos
mediados por tumores y, por el contrario, mediando las respuestas proinflamatorias de destruccién de tumores. En
particular, la utilizacién de enzimas para la deplecion de KYN y los subproductos metabdlicos de KYN evita los
problemas asociados a los inhibidores de molécula pequefia de isoformas IDO y TDO comentados anteriormente y
ademas evita completamente los efectos fuera de diana que suelen acompafiar muy habitualmente a los farmacos de
molécula pequefia y que conducen a toxicidades y efectos secundarios imprevistos.

Sumario de la invencién

La presente invencién se define en las reivindicaciones. La exposicién referida a materia no comprendida en las
reivindicaciones se proporciona a titulo de referencia. Algunos aspectos de la presente invencién superan una
deficiencia importante de la técnica al proporcionar enzimas que comprenden secuencias de polipéptidos de
mamiferos capaces de degradar la L-quinurenina y la 3-hidroxi-L-quinurenina y que muestran una farmacocinética
favorable en suero tal como se desea para el tratamiento del cancer. En algunos aspectos, el enzima quinureninasa
presenta mayor actividad catalitica hacia la quinurenina que hacia la 3'OH-quinurenina. Se puede utilizar una
quinureninasa de una especie bacteriana. Dicho enzima puede presentar una secuencia de aminoéacidos seleccionada
del grupo que consiste en SEC ID n.°: 7 y n.° 13 a n.° 52 o una versién modificada de los mismos. En particular, el
terapéutico puede derivarse a partir del enzima de Pseudomonas fluorescens, quinureninasa (PFKYNU).
Alternativamente, se puede utilizar una quinureninasa deSaccharomyces cerevisiae o Neurospora crassa. El
tratamiento puede derivarse del enzima quinureninasa de Mucilaginibacter paludis. Ademas, para evitar los efectos
adversos debidos a la inmunogenicidad de las quinureninasas heterélogas, se puede utilizar el enzima de Homo
sapiens u otras quinureninasas de primates que muestran una identidad de secuencia > 95 % respecto al enzima
humano. Por ejemplo, un enzima nuevo puede presentar una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en las SECIDn°7an.°9.

En otros aspectos, se proporcionan polipéptidos que comprenden una quinureninasa humana modificada capaz de
degradar KYN y que presenta actividad de degradacién de la 3-hidroxiquinurenina o del acido quinurénico. En algunas
realizaciones, los polipéptidos son capaces de degradar KYN bajo condiciones fisiolégicas. Por ejemplo, los
polipéptidos presentan una eficiencia catalitica para KYN (ket/Km) de por lo menos o aproximadamente igual a 0,01,
0,05,01,020,3,04,05,06,0,7,08,091,2,3,4,5 6,7, 8,9, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 300,
400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 2000, 3000, 4000, 5000, 6000, 7000, 8000, 9000, 104, 105, 10 M-'s! o cualquier
intervalo derivable de los mismos.

Un polipéptido modificado de la exposicidn, que no forma parte de la invencién, puede caracterizarse por presentar un
determinado porcentaje de identidad en comparacién con un polipéptido no modificado (p. €j., un polipéptido nativo) o
con cualquier secuencia polipeptidica dada a conocer en la presente memoria. Por ejemplo, el polipéptido no
modificado puede incluir por lo menos, o hasta, aproximadamente 150, 200, 250, 300, 350, 400 residuos (o cualquier
intervalo derivable a partir de ellos) de una quinureninasa nativa. El porcentaje de identidad puede ser igual a
aproximadamente, como maximo o como minimo, 40 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95
%, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % (o cualquier intervalo derivable a partir de ellos) entre los polipéptidos modificados
y no modificados, o entre dos secuencias cualesquiera en la comparacién. También se encuentra contemplado que el
porcentaje de identidad comentado anteriormente puede estar relacionado con una regiéon modificada particular de un
polipéptido en comparacién con una regién no modificada de un polipéptido. Por ejemplo, un polipéptido puede
contener un sitio de reconocimiento de sustrato modificado o mutante de una quinureninasa que puede caracterizarse
sobre la base de la identidad de la secuencia de aminoacidos del sitio de reconocimiento de sustrato modificado o
mutante de la quinureninasa a la de una quinureninasa no modificada 0 mutante de la misma especie o entre especies.
Un polipéptido humano modificado o mutante caracterizado, por ejemplo, por presentar por lo menos 90 % de identidad
respecto a una quinureninasa no modificada significa que por lo menos el 90 % de los aminoacidos en ese polipéptido
humano modificado o mutante son idénticos a los aminoacidos en el polipéptido no modificado.

Dicho polipéptido no modificado puede ser una quinureninasa nativa, particularmente una isoforma humana u otras
isoformas de primate. La quinureninasa humana nativa puede presentar la secuencia SEC ID n.° 8. Entre los ejemplos
no limitativos, que no forman parte de la invencién, de otras quinureninasas de primate nativas se incluyen la
quinureninasa de Pongo abelii (Genbank ID: XP_009235962.1, Gl: 686708656, SEC ID n.° 10), la quinureninasa
de Macaca fascicularis (Genbank ID: EHH54849.1, Gl: 355750522, SEC ID n.° 11), y la quinureninasa de Pan
troglodytes (Genbank ID: XP_003309314.1, Gl: 332814521, SEC ID n.° 12). Entre los polipéptidos nativos de ejemplo
se incluyen una secuencia que presenta, como maximo o como minimo 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %,
85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 % de identidad (o cualquier intervalo derivable a partir de ellos) de
SECIDn°80on.°10an.°12 o un fragmento de los mismos. Por ejemplo, el polipéptido nativo puede comprender por
lo menos o hasta aproximadamente 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400 o 415 residuos
(o cualquier intervalo derivable a partir de ellos) de la secuencia SECIDn.°8 on.°10an.°12.
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La quinureninasa nativa, que no forma parte de la invencién, puede modificarse con una o mas modificaciones, tales
como modificaciones quimicas, sustituciones, inserciones, deleciones y/o truncamientos. Por ejemplo, las
modificaciones estdn en un sitio de reconocimiento de sustrato del enzima nativo. En el contexto de la presente
invencién, la quinureninasa nativa se modifica mediante sustituciones. Por ejemplo, el niUmero de sustituciones puede
ser dos, tres, cuatro o mayor. La quinureninasa nativa puede modificarse en el sitio de reconocimiento del sustrato o
en cualquier ubicacién que pueda afectar a la especificidad de sustrato. En un primer aspecto, la invencién se refiere
a un enzima quinureninasa humana aislada y modificada, en la que el enzima modificado presenta sustituciones
respecto a la quinureninasa humana nativa (ver la SEC ID n.° 8), donde las sustituciones estan en las posiciones
definidas en las reivindicaciones.

Se da a conocer, ademés, un enzima quinureninasa humano aislado y modificado, en el que el enzima modificado
presenta por lo menos una sustitucidén respecto a la quinureninasa humana nativa (ver la SEC ID n.° 8), y donde por
lo menos una sustitucién incluye una sustitucién de Met o Leu para un Phe normalmente presente en la posicién 306
de la quinureninasa humana nativa. De esta manera, se puede proporcionar un enzima quinureninasa humano aislado
y modificado que comprende una sustitucién Phe306Met. Ademas, puede proporcionarse un enzima quinureninasa
humano aislado y modificado que comprenda una sustitucién Phe306Leu.

Se da a conocer, ademés, un enzima quinureninasa humana aislada y modificada, en donde el enzima modificado
presenta por lo menos una sustitucién respecto a la quinureninasa humana nativa (ver la SEC ID n.° 8), y en el que la
sustitucion o sustituciones incluyen una sustitucién en por lo menos la posiciéon de aminoacido H41, L59, F71, A98,
A99, G101, H102, 1110, G112, M120, K121, D122, 1131, N135, A136, T138, H142, F148, F149, K157, §167, A171,
Q175, Q229, N232, G248, F249, E259, W272, S274, A282, 1285, G287, A288, P300, V303, F306, L320, L322, S332,
N333, P334, L337, V339, T404, 1405, S408, o A436 respecto a la SEC ID n.° 8. También se dan a conocer las
sustituciones en posiciones seleccionadas del grupo que consiste en: (a) A99, F306, y A436; (b) A99, G112, F308,
L337, 1405, S408; (c) G112, F308, L337, y 1405; (d) A99, T138, F306, y A436; (e) A99, G112, F3086, V339, 1405, y
S408; (f) A99 y F306; (g) F306, L337, V339, 1405, y S408; (h) G112, F306, V339, y 1405; (i) G112, F306, V339, S408;
(k) F71, A99, G112, T138, F306, L337, V339, 1405, S408, y A436; (1) A99, G112, F306, L337, V339, 1405, y S408; (m)
A436; (n) A99, G112, T138, V339, y 1405; (p) A99, G112, F3086, 1405, S408, y A436; (q) F71, A99, 1131, F249, y L322,
(r) A99, 1131, F249, E259, y F3086; (s) F71, A99, y E259; (t) F71, A99, S167, y E259; (u) 1131, F249, y S274; (v) L59,
G112, F306, V339, 1405, y S408; (w) 1110 y F3086; (x) A99, 1131, F249, y E259; (y) F71, E259, y L322; (z) H41, Q175,
y A436; (a') A99, 1131, y F249; (b') 1131 y F249; (c') T138 y A436; (d') T138; (') F71, A99, 1131, E259, y V303; (f) A99,
G112, F306, V339, 1405, y S408; (g') F71, A99, 1131, E259, y A282; (h') F71, F249, E259, y V303; (i') 1110; y (j') F3086.
También se dan a conocer las sustituciones seleccionadas del grupo que consiste en: (a) A99S, F306L, y A436T; (b)
A99V, G112A, F308Y, L337V, 1405L, S408N; (c) G112A, F308Y, L337V, y 1405L; (d) A99S, T138S, F306L, y A436T,
(e) A99V, G112A, F306Y, V339A, [405L, y S408N; (f) A99S y F306L; (g) F3061, L337V, V3391, I405F, y S408T; (h)
G112A, F308Y, V339M, y 1405L,; (i) G112S, F306L, V339T, S408T;, (j) G112A, F308Y, V339S, 1405L; (k) F71L, A991,
G112A, T138S, F308Y, L337V, V339l, 1405L, S408N, y A436T; (1) A99V, G112A, F308Y, L337V, V339I, 1405F, y
S408N; (m) A436T; (n) A99V, G112A, T138S, V339A, y 1405F; (0) G112S, F306Y, V339T, y 1405L, (p) A991, G112A,
F308Y, 1405L, S408N, y A436T, (q) F71L, A991, 1131V, F249W, y L322P; (r) A991, 1131V, F249W, E259P, y F306L;
(s) F71L, A991, y E289P; (t) F71L, A991, S167T, y E259P; (u) M131M, F249W, y S274G; (v) L59M, G1128, F306Y,
V339A, 1405L, y S408N; (w) 1110L y F306L; (x) A991, 1131V, F249W, y E259P; (y) F71L, E259P, y L322P; (z) H41R,
Q175L, y A436T, (a') A991, M131V, y F249W, (b") 131V y F249W; (c') T138S y A436T,; (d') T138S; (e') F71L, A991,
1131V, E259P, y V303S; (f) A99F, G112A, F308Y, V339A, 1405L, y S408N; (g') F71L, A991, 1131V, E259P, y A282P;
(h") F71L, F249W, E259P, y V303S; (i') I110L; y (j') F306Y. Se da a conocer, ademas, un enzima quinureninasa que
comprende una de las sustituciones de aminoacidos anteriores o una combinacion de sustituciones y ademas
comprende nomas de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 0 10 sustituciones de aminoécidos adicionales. En la presente memoria
se da a conocer, ademas, un enzima quinureninasa humana aislada y modificada que presenta una secuencia segun
cualquiera de las SEC ID n.° 55, n.° 56 y n.° 58 a n.° 93.

La presente invencién contempla, ademas, polipéptidos que comprenden una quinureninasa ligada a una secuencia
de aminoacidos heterdloga. Por ejemplo, la quinureninasa puede estar ligada a la secuencia de aminoacidos
heterdloga en forma de una proteina de fusién. En una realizacién particular, la quinureninasa esté ligada a secuencias
de aminoacidos, tales como una Fc de IgG, albumina, una proteina de unién a albimina o un polipéptido XTEN para
incrementar la semivida in vivo.

Para incrementar la estabilidad en suero, la quinureninasa puede ligarse a una o mas moléculas de poliéter. En una
realizacién particular, el poliéter es polietilenglicol (PEG). El polipéptido puede unirse (p. ej., covalentemente) a PEG
mediante residuos de aminoacidos especificos, tales como lisina o cisteina. Para la administracién terapéutica, dicho
polipéptido que comprende la quinureninasa puede dispersarse en un portador farmacéuticamente aceptable.

En algunos aspectos, se encuentra contemplado un &cido nucleico codificante de dicha quinureninasa. En algunas
realizaciones, los codones del 4cido nucleico han sido optimizados para la expresién en bacterias. En realizaciones
particulares, las bacterias son E. coli. En otros aspectos, el 4cido nucleico ha sido optimizado para la expresién en
hongos (p. €j.,, levaduras), insectos o mamiferos. La presente invencién contempla, ademéas, vectores, tales como los
vectores de expresidén, que contienen acidos nucleicos que codifican enzimas quinureninasas humanas segun el
primer aspecto de la presente invencion. En realizaciones particulares, el &cido nucleico codificante de la
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quinureninasa esta ligado operablemente a un promotor, incluyendo, aunque sin limitacién, promotores heterélogos.
En una realizacién, se entrega una quinureninasa en una célula diana mediante un vector (p. €j., un vector de terapia
génica). Dichos virus pueden haber sido modificados mediante tecnologia de ADN recombinante para permitir la
expresion del acido nucleico codificante de quinureninasa en la célula diana. Dichos vectores pueden derivarse de
vectores de origen no virico (p. ej., plasmidos) o virico (p. €j., adenovirus, virus adenoasociados, retrovirus, lentivirus,
virus herpes o virus vaccinia). Los vectores no viricos se acomplejan preferentemente con agentes para facilitar la
entrada del ADN a través de la membrana celular. Entre los ejemplos de dichos complejos de vector no virico se
incluyen la formulacién con agentes policationicos que facilitan la condensaciéon del ADN y los sistemas de
administracién basados en lipidos. Un ejemplo de un sistema de administracién basado en lipidos incluiria la entrega
basada en liposomas de acidos nucleicos.

En aspectos todavia adicionales, la presente invencién contempla ademas células huésped que comprenden dichos
vectores. Las células huésped pueden ser bacterias (p. €j., E. coli), células fungicas (p. ej., levaduras), células de
insecto o células de mamifero.

En algunas realizaciones, los vectores se introducen en las células huésped para expresar la quinureninasa. Las
proteinas pueden expresarse de cualquier manera adecuada. En una realizacién, las proteinas se expresan en una
célula huésped de tal manera que la proteina es glicosilada. En otra realizacidn, las proteinas se expresan en una
célula huésped de tal manera que la proteina es aglicosilada.

Un aspecto de la presente invenciéon contempla, ademas, composiciones para la utilizacion en el tratamiento de un
sujeto con cancer mediante la administracién del péptido quinureninasa, o la formulacién de la presente invencién. El
sujeto puede ser cualquier animal, tal como un ratdén. Por ejemplo, el sujeto puede ser un mamifero, particularmente
un primate, y mas particularmente un paciente humano. En algunas realizaciones, el método puede consistir en
seleccionar a un paciente con céncer.

En algunas realizaciones, el cancer es cualquier cdncer que sea sensible a la deplecién de quinurenina. En una
realizacién, la presente invencién contempla una composicién que comprende una cantidad eficaz de la formulacion
farmacéutica que comprende el polipéptido del primer aspecto de la invencién para la utilizacién en un método de
tratamiento de un sujeto que presenta un tumor. En algunas realizaciones, la administracién ocurre bajo condiciones
tales que por lo menos una parte de las células del cancer resulta eliminada. En otra realizacién, la formulacion
comprende una quinureninasa con actividad que degrada la quinurenina bajo condiciones fisiolégicas y que
comprende, ademas, una cadena de polietilenglicol unida. En alguna realizacién, la formulacién es una formulacién
farmacéutica que comprende cualquiera de las quinureninasas comentadas anteriormente y excipientes
farmacéuticamente aceptables. Dichos excipientes farmacéuticamente aceptables son bien conocidos por el experto
en la materia. Todas las quinureninasas anteriormente indicadas pueden contemplarse como Utiles para la terapia
humana.

En una realizacidén adicional, también puede proporcionarse una composicién para la utilizacién en un método de
tratamiento de una célula tumoral, que comprende administrar dicha composicién que comprende una formulacién
farmacéutica que comprende una quinureninasa no bacteriana (de mamifero, p. ej., de primate o ratén) que presenta
actividad de degradacién de la quinurenina o de un &cido nucleico codificante de la misma.

La administracién o el tratamiento pueden dirigirse a la fuente de los nutrientes para las células, y no necesariamente
a las células mismas. Por lo tanto, en una aplicacién in vivo, el tratamiento de una célula tumoral incluye poner en
contacto el medio nutritivo para una poblacién de células tumorales con la quinureninasa. En la presente realizacién,
el medio puede ser sangre, liquido linfatico, liquido cefalorraquideo y liquidos corporales similares en donde se desea
la deplecién de quinurenina.

Dicha formulacién que contiene quinureninasa puede administrarse por via intravenosa, intradérmica, intraarterial,
intraperitoneal, intralesional, intracraneal, intraarticular, intraprostatica, intrapleural, intrasinovial, intratraqueal,
intranasal, intravitrea, intravaginal, intrarrectal, intratumoral, intramuscular, subcutanea, subconjuntival, intravesical,
mucosa, intrapericardica, intraumbilical, intraocular, oral, tépica, por inhalacién, infusién, infusién continua, perfusién
localizada, mediante un catéter, mediante lavado, en composiciones lipidicas (p. €j., liposomas), o mediante cualquier
otro método o cualquier combinacién de los anteriores, tal como seria conocido por el experto habitual en la materia.

En una realizacién adicional, el método puede comprender, ademas, la administracién de por lo menos una segunda
terapia anticancer al sujeto. La segunda terapia antichAncer puede ser una terapia quirdrgica, quimioterapia,
radioterapia, crioterapia, terapia hormonal, inmunoterapia o terapia con citoquinas. En determinados aspectos, la
segunda terapia anticancer puede ser un anticuerpo anti-PD-1, anti-CTLA-4 o anti-PD-L1.

En alguna realizacién, se contempla la utilizacién de una célula que comprende un receptor de antigeno quimérico
(CAR, por sus siglas en inglés) y un enzima quinureninasa en el tratamiento de un sujeto con cancer. En algunos
aspectos, la célula puede ser transfectada con un ADN que codifica el CAR y la quinureninasa y, en algunos casos,
una transposasa.
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El CAR puede presentar como diana cualquier antigeno de células cancerosas de interés, incluyendo, por ejemplo,
HER2, CD19, CD20 y GD2. Las regiones o dominio de unién a antigeno pueden comprender un fragmento de
las cadenas Vyy Vi de un fragmento variable de cadena sencilla (scFv) derivado de un anticuerpo monoclonal humano
particular, tal como los descritos en la patente US n.° 7.109.304. El fragmento puede ser, ademés, cualquier nUmero
de diferentes dominios de unién a antigeno de un anticuerpo especifico de antigeno humano. Se da a conocer,
ademas, un fragmento que es un scFv especifico de antigeno codificado por una secuencia que esta optimizada para
la utilizacién de codones humanos para la expresidén en células humanas. Para ejemplos adicionales de CAR, ver, por
ejemplo, los documentos n.° WO 2012/031744, n.° WO 2012/079000 y n.° WO 2013/059593, y la patente US n.°
8.465.743.

La quinureninasa puede ser cualquier quinureninasa dada a conocer en la presente memoria. Los métodos de
transfeccién de células son bien conocidos de la técnica, aunque en determinados aspectos se utilizan métodos de
transfeccién altamente eficientes, tales como la electroporacién. Por ejemplo, los &cidos nucleicos pueden introducirse
en las células usando un aparato de nucleofeccién. Preferentemente, la etapa de transfeccién no implica infectar o
transducir las células con virus, que puede causar genotoxicidad y/o comportar una respuesta inmunitaria contra las
células que contienen secuencias viricas en el sujeto tratado.

Se conoce de la técnica un amplio abanico de constructos y vectores de expresién de CAR para ello y se detallan mas
a fondo en la presente memoria. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el vector de expresién de CAR es un vector
de expresién de ADN, tal como un plasmido, vector de expresién lineal o un episoma. El vector puede comprender
secuencias adicionales, tales como secuencias que facilitan la expresién de CAR, tal como un promotor, intensificador,
sefial poli-A y/o uno o mas intrones. En una realizacién, la secuencia codificante de CAR estad flanqueada por
secuencias de transposén, de modo que la presencia de una transposasa permite que la secuencia codificante se
integre en el genoma de la célula transfectada.

Las células pueden ser transfectadas con una transposasa que facilita la integracién de una secuencia codificante de
CAR en el genoma de las células transfectadas. En algunas realizaciones, la transposasa se proporciona en forma de
vector de expresién de ADN. Sin embargo, en realizaciones preferentes, la transposasa se proporciona en forma de
un ARN expresable o una proteina de tal manera que la expresion a largo plazo de la transposasa no ocurra en las
células transgénicas. Puede utilizarse cualquier sistema de transposasa de acuerdo con las realizaciones. En otras
realizaciones, las células pueden infectarse con un lentivirus para facilitar la integracién de la secuencia codificante de
CAR y la secuencia codificante de quinureninasa en el genoma de la célula.

Se proporciona una composicidn que comprende una quinureninasa o un é&cido nucleico codificante de una
quinureninasa para la utilizacién en un método de tratamiento de un sujeto que presenta un tumor. Se da a conocer,
ademas, la utilizacién de una quinureninasa o un &cido nucleico codificante de una quinureninasa en la preparacioén
de un medicamento destinado al tratamiento de un tumor. Dicha quinureninasa puede ser cualquier quinureninasa
segun las reivindicaciones.

Las realizaciones comentadas en el contexto de los métodos y/o composiciones de la invencién pueden utilizarse con
respecto a cualquier otro método o composicién descrito en la presente memoria. De esta manera, una realizacioén
referente a un método o composicion también puede aplicarse a otros métodos y composiciones de la invencién.

Tal como se utiliza en la presente memoria, los términos "codifica”" o "codificante", en referencia a un acido nucleico,
se utilizan para hacer que la invencion resulte facilmente comprensible para el experto en la materia; sin embargo,
estos términos pueden usarse indistintamente con "comprende" o "que comprende", respectivamente.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el articulo "un" o "una" puede referirse a uno 0 a méas de uno. Tal como
se utiliza en la presente memoria, en la reivindicacién o reivindicaciones, cuando se utiliza junto con la expresién "que
comprende", los términos "un" o "una" pueden referirse a uno o mas de uno.

La utilizaciéon del término "o" en las reivindicaciones se utiliza para referirse a "y/o", a menos que se indique
explicitamente que se refiere Unicamente a alternativas o a que las alternativas sean mutuamente excluyentes, aunque
la exposicién incluye una definicién que se refiere Unicamente a alternativas e "y/0". Tal como se usa en la presente
memoria, "otro" puede referirse a por lo menos un segundo elemento o0 méas elementos.

A lo largo de la presente solicitud, el término "aproximadamente" se utiliza para indicar que un valor incluye la variacioén
inherente del error para el dispositivo, en donde el método se utiliza para determinar el valor, o la variacién que existe
entre los sujetos de estudio.

Otros objetos, caracteristicas y ventajas de la presente invencién resultaran evidentes a partir de la siguiente
descripcién detallada. La materia no comprendida en las reivindicaciones se proporciona a titulo de referencia.

Breve descripcién de los dibujos
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Los siguientes dibujos forman parte de la presente especificacidén y se incluyen con el fin de mostrar adicionalmente
determinados aspectos de la presente invencion. La invencién puede ser mejor entendida en referencia a uno o mas
de dichos dibujos en combinacién con la descripcidn detallada de realizaciones especificas presentada en la presente
memoria. Las figuras referidas a materia no comprendida en las reivindicaciones se proporcionan a titulo de referencia.

FIG. 1 - SDS-PAGE de (carril 1) patrén de peso molecular (PM) PRECISION PLUS PROTEIN™ (BioRad) (carriles
2 a 4) aumentando las concentraciones de P-KYNU y (carril 5) P-KYNU modificado con PEG de PM 5.000.

FIG. 2 - Estabilidad de P-KYNU en PBS (cuadrados blancos) y suero humano agrupado (circulos blancos).

FIG. 3 - Eficacia de PEG-P-KYNU en un modelo de melanoma autélogo B16 en el ratén medido por las tasas de
crecimiento tumoral. (Cuadrados negros) PEG-Pf-KYNU inactivado por calor. (Circulos negros) PEG-PFKYNU
activo.

FIG. 4 - Eficacia de PEG-P-KYNU en un modelo de melanoma autélogo B16 en el ratén medido por la
supervivencia. (Cuadrados negros) PEG-PF-KYNU inactivado por calor. (Circulos negros) PEG-Pf-KYNU activo.

FIG. 5A-B - Ratones tratados con PEG-Pf-KYNU inactivado por calor. (¢) Ratones tratados con PEG-P-KYNU
activo. FIG. 5A - La poblacién de células T reguladoras CD4" circulantes es significativamente menor en el grupo
tratado con PEG-PFKYNU activo. FIG 5B - La poblacién de células T CD8* infiltrantes tumorales muestra una
expresién significativamente mayor de granzima B e interferén y.

FIG. 6 - Seleccién genética para la actividad de quinureninasa en E. coli. Células de E. coli-AtrpE sembradas en
placas de medio minimo M9 con discos de papel de filtro empapados en L-Trp (Trp), tampdn (-), &cido antranilico
(AA) o L-Kyn (Kyn).

FIG. 7 - Estabilidad in vitro de la quinureninasa de Mucilaginibacter paludis (Mu-KYNU). Actividad en funcién del
tiempo de Mu-KYNU (cuadrados blancos) en PBS a 37 °C con una semivida 'T42=6 h con una amplitud de 74 %
de actividad restante y una 2T+,=150 h posterior, y (circulos negros) en suero humano agrupado a 37 °C con una
T1/2=5 h con una amplitud de 30 % de actividad restante y posteriormente una 2T+,=73 h.

FIG. 8 - Gréfico de Kaplan-Meier de aloinjertos B16 en C57BL/6J tratados con PEG-PFKYNU (—¢), PEG-P-KYNU
desactivado (-+¢), anti-PD1 (*e*) o anti-CTLA-4 (===). Las flechas indican dias de tratamiento, (A) indica el
tratamiento con anticuerpos, (E) indica el tratamiento con enzima.

FIG. 9A-C - FIG. 9A - C57BL/6J con aloinjertos tumorales B16 tratados con PBS (circulos) (control), anti-PD1 solo
(cuadrados), anti-PD1/PEG-Mu-KYNU (triangulos invertidos) o anti-PD1/PEG-PFKYNU (triangulos hacia arriba).
FIG. 9B - Se observaron efectos aditivos, en donde el tratamiento de combinacién de anti-PD1/PEG-Pf KYNU
eliminé el 60 % de los tumores y la combinacién anti-PD1/PEG-Mu-KYNU eliminé el 20 % de los tumores, en
comparacién con una eliminacién tumoral de 0 % con anti-PD1 solo. FIG. 9C - Gréfico de Kaplan-Meier
correspondiente.

FIG. 10A-B - FIG. 10A - C57BL/6J portadores de aloinjertos tumorales B16 tratados con PEG-Mu-KYNU
inactivados por calor (m) o PEG-Mu-KYNU activos (A). FIG. 10B - Grafico de Kaplan-Meier correspondiente que
representa la mediana de tiempo de supervivencia de 25 dias para PEG-Mu-KYNU (---), y la mediana de tiempo
de supervivencia de 22 dias para PEG-Mu-KYNU inactivado por calor (==). Las flechas indican dias de tratamiento.

Descripcioén de realizaciones ilustrativas

La quinurenina es un metabolito del aminoacido triptéfano generado mediante la accién de la indolamina 2,3-
dioxigenasa (IDO) o la triptéfano 2,3-dioxigenasa (TDO). La quinurenina ejerce multiples efectos sobre la fisiologia
celular, uno de los mas importantes de los cuales es la modulacién de las respuestas de las células T. Muchas células
tumorales regulan la sintesis de IDO y/o TDO para elevar la concentracién local de quinurenina, lo que se acompafia
de la deplecién del triptéfano. Los altos niveles de quinurenina sirven como una poderosa manera de inhibir la funcién
de las células T infiltrantes de tumor, que de otro modo atacarian el tumor .

La presente invencion proporciona métodos para la utilizaciéon de enzimas de degradacién de quinurenina como medio
para reducir los niveles locales de quinurenina en el microambiente tumoral, asi como en el suero, e impedir de esta
manera la supresion de la accién de las células T. Los enzimas hidrolizantes de quinurenina (quinureninasas)
convierten quinurenina en alanina y écido antranilico, este Gltimo de los cuales no es conocido que afecte a la funcién
de las células T. Los inventores han generado una preparacién farmacéutica de enzima quinureninasa para permitir
que el enzima persista durante periodos prolongados bajo condiciones fisioldgicas. A continuacion, los inventores han
mostrado que la administracién intratumoral de enzima resulta en un retraso drastico del crecimiento de tumores
agresivos en ratones.
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[. Definiciones

Tal como se utilizan en la presente memoria, los términos "proteina" y "polipéptido” se refieren a compuestos que
comprenden aminoacidos unidos mediante enlaces peptidicos y se utilizan de forma intercambiable.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresién "proteina de fusién" se refiere a una proteina quimérica que
contiene proteinas o fragmentos de proteina operablemente unidos de una manera no nativa.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "semivida" (Y2-vida) se refiere al tiempo que se requeriria para
que la concentracidén de un polipéptido disminuyera a la mitad in vitro o in vivo, por ejemplo, después de la inyeccién
en un mamifero.

Las expresiones "en combinacién operable", "en orden operable" y "operablemente ligado" se refieren a un vinculo en
el que los componentes descritos de esta manera estan en una relaciéon que les permite funcionar de la manera
deseada, por ejemplo, un enlace de secuencias de 4cidos nucleicos de tal manera que una molécula de acido nucleico
es capaz de dirigir la transcripciéon de un gen dado y/o la sintesis de molécula de proteina deseada, o un enlace de
secuencias de aminoécidos de tal manera que se produce una proteina de fusion.

El término "conector" se refiere a un compuesto o fraccidén que actla como un puente molecular uniendo
operablemente dos moléculas diferentes, en donde una parte del conector esta ligada operablemente a una primera
molécula, y en donde otra parte del conector esté ligada operablemente a una segunda molécula.

El término "PEGilado" se refiere a la conjugacion con polietilenglicol (PEG), que ha sido ampliamente utilizado como
portador de farmacos, dado su alto grado de biocompatibilidad y facilidad de modificacién. El PEG puede ser acoplado
(p. )., unido covalentemente) a agentes activos a través de los grupos hidroxilo al final de la cadena de PEG mediante
métodos quimicos; sin embargo, el PEG en si mismo esta limitado a un maximo de dos agentes activos por molécula.
En un enfoque diferente, los copolimeros de PEG y aminoacidos han sido explorados como un nuevo biomaterial que
conservaria la biocompatibilidad de PEG, pero que tendria la ventaja adicional de numerosos puntos de unién por
molécula (proporcionando de esta manera una mayor carga de farmaco), y que puede ser disefiado sintéticamente
para adaptarse a una variedad de aplicaciones.

El término "gen" se refiere a una secuencia de ADN que comprende secuencias de control y codificantes necesarias
para la produccién de un polipéptido o precursor del mismo. El polipéptido puede ser codificado por una secuencia
codificante de longitud completa o por cualquier porcién de la secuencia codificante de modo que se retenga la
actividad enzimatica deseada.

El término "nativo" se refiere a la forma tipica de un gen, un producto genético o una caracteristica de ese gen o
producto genético cuando se aisla de una fuente natural. Una forma nativa es aquella que se observa con mayor
frecuencia en una poblacién natural y, por lo tanto, considerada arbitrariamente la forma normal o de tipo salvaje. Por
el contrario, el término "modificado", "variante" o "mutante” se refiere a un gen o producto genético que muestra una
modificaciéon en la secuencia y las propiedades funcionales (es decir, caracteristicas alteradas) en comparacién con

el gen o producto genético nativo.

El término "vector" se utiliza para referirse a una molécula de &cido nucleico portadora en la que se puede insertar una
secuencia de acido nucleico para su introduccién en una célula donde se puede replicar. Una secuencia de acido
nucleico puede ser "exégena", lo que significa que es extrafia a la célula en la que se introduce el vector o que la
secuencia es homéloga a una secuencia en la célula excepto en una posicién dentro del acido nucleico de la célula
huésped en la que la secuencia normalmente no se encuentra. Entre los vectores se incluyen plasmidos, césmidos,
virus (bacteridéfagos, virus animales y virus vegetales) y cromosomas artificiales (p. ej., los YAC). El experto en la
materia poseera los conocimientos para construir un vector mediante técnicas recombinantes estandares (ver, por
ejemplo, Maniatis et al., 1988 y Ausubel et al., 1994).

La expresién "vector de expresion" se refiere a cualquier tipo de constructo génico que comprende un acido nucleico
codificante de un ARN capaz de transcribirse. En algunos casos, las moléculas de ARN a continuacién se traducen
en una proteina, polipéptido o péptido. En otros casos, estas secuencias no se traducen, por ejemplo, en la produccién
de moléculas antisentido o ribozimas. Los vectores de expresiéon pueden contener una variedad de "secuencias de
control", que se refieren a las secuencias de acido nucleico necesarias para la transcripcién y posiblemente la
traduccién de una secuencia codificante ligada operablemente en una célula huésped particular. Ademas de las
secuencias de control que gobiernan la transcripcién y la traduccién, los vectores y vectores de expresiéon pueden
contener secuencias de 4cido nucleico que sirven a otras funciones también y que se describen posteriormente.

La expresién "cantidad terapéuticamente eficaz" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a una cantidad
de células y/o composicién terapéutica (tal como un polinucleétido terapéutico y/o polipéptido terapéutico) que se
emplea en métodos para conseguir un efecto terapéutico. La expresion "beneficio terapéutico” o "terapéuticamente
eficaz" tal como se utiliza a lo largo de toda la presente solicitud se refiere a cualquier cosa que promueva o mejore el
bienestar del sujeto con respecto al tratamiento médico de esta afeccién. Lo anterior incluye, aunque sin limitacién,
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una reduccién de la frecuencia o gravedad de los signos o sintomas de una enfermedad. Por ejemplo, el tratamiento
del cancer puede implicar, por ejemplo, una reduccién del tamafio de un tumor, una reduccién de la invasividad de un
tumor, una reduccién de la tasa de crecimiento del cancer o la prevencién de la metastasis. El tratamiento del cancer
también puede referirse a prolongar la supervivencia de un sujeto con cancer.

El término "Ky" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a la constante de Michaelis-Menten para un
enzima y se define como la concentracién del sustrato especifico a la que un enzima dado produce la mitad de su
velocidad méxima en una reaccién catalizada por el enzima. El término "k« tal como se utiliza en la presente memoria
se refiere al nUmero de recambio o al nimero de moléculas de sustrato que cada sitio enzimético convierte en producto
por unidad de tiempo, y al que el enzima estéa trabajando a la maxima eficiencia. El término "k.o/ K" tal como se usa
en la presente memoria es la constante de especificidad, que es una medida de la eficiencia con que un enzima
convierte un sustrato en producto.

La expresién "receptores quiméricos de antigeno (CAR)", tal como se utiliza en la presente memoria, puede referirse
a receptores artificiales de células T, receptores quiméricos de células T o inmunoreceptores quiméricos, por ejemplo,
y comprende receptores modificados que injertan una especificidad artificial en una célula inmune efectora particular.
Los CAR se pueden utilizar para impartir la especificidad de un anticuerpo monoclonal a una célula T, permitiendo de
esta manera que se genere un gran numero de células T especificas, por ejemplo, para la utilizacién en la terapia
celular adoptiva. En realizaciones especificas, los CAR dirigen la especificidad de la célula a un antigeno asociado al
tumor, por ejemplo. En algunas realizaciones, los CAR comprenden un dominio de activacion intracelular, un dominio
transmembrana y un dominio extracelular que comprende una regién de unién a antigeno asociada al tumor. En
particular, los CAR comprenden fusiones de fragmentos variables de cadena Unica (scFv) derivados de anticuerpos
monoclonales (tales como los descritos en la patente US n.° 7.109.304), fusionados a los dominios transmembrana y
endodominios de CD3-zeta. La especificidad de otros disefios de CAR puede derivarse de ligandos de receptores (p.
ej., péptidos) o de receptores de reconocimiento de patrones, tales como las dectinas. En realizaciones particulares,
las células B malignas pueden convertirse en dianas mediante redireccionamiento de la especificidad de las células T
mediante la utilizacién de un CAR especifico para la molécula del linaje B, CD19. En determinados casos, el
espaciamiento del dominio de reconocimiento de antigeno puede modificarse para reducir la muerte celular inducida
por activacién. En determinados casos, los CAR comprenden dominios para sefializaciéon coestimulatoria adicional,
tales como CD3-zeta, FcR, CD27, CD28, CD137, DAP10 y/o OX40. En algunos casos, las moléculas pueden ser
expresadas conjuntamente con CAR, incluyendo moléculas coestimulatorias, genes informadores para la captacién
de imagenes (p. €j., para la tomografia por emisién de positrones), productos génicos que eliminan condicionalmente
las células T al afiadir un profarmaco, receptores de direccionamiento (en inglés, "homing"), quimioquinas, receptores
de quimioquina, citoquinas y receptores de citoquinas.

Los términos "tratamiento" y "que trata" se refieren a la administraciéon o aplicacién de un agente terapéutico a un
sujeto o la realizacién de un procedimiento o modalidad en un sujeto con el fin de obtener un beneficio terapéutico de
una enfermedad o afeccién relacionada con la salud. Por ejemplo, un tratamiento puede incluir la administracién de
una cantidad farmacéuticamente eficaz de una quinureninasa.

Los términos "sujeto” y "paciente" se refieren a un ser humano o no humano, tal como primates, mamiferos y
vertebrados. En realizaciones particulares, el sujeto es un ser humano.

/l. Polipéptidos de quinureninasa

La presente invencién, tal como se define en las reivindicaciones, se refiere a una proteina o polipéptido modificado
que muestra por lo menos una actividad funcional que es comparable a la de la versibn no modificada,
preferentemente, la actividad de degradacién de quinurenina o la actividad de degradacién de 3'-hidroxi-quinurenina.
En aspectos adicionales, la proteina o el polipéptido puede modificarse adicionalmente para incrementar la estabilidad
en suero. Por lo tanto, cuando la presente solicitud se refiere a la funcién o actividad de una "proteina modificada" o
de un "polipéptido modificado", el experto habitual en la materia entenderé que ello incluye, por ejemplo, una proteina
o polipéptido que posee una ventaja adicional sobre la proteina o polipéptido no modificado, tal como actividad de
degradacidén de quinurenina o actividad de degradacién de 3'-hidroxi-quinurenina. En determinadas realizaciones, la
proteina o polipéptido no modificado es una quinureninasa nativa, preferentemente una quinureninasa humana o
la quinureninasa de Pseudomonas fluorescens . Se encuentra contemplado especificamente que las realizaciones
referidas a una "proteina modificada" puedan ser implementadas con respecto a un "polipéptido modificado”, y
viceversa.

La determinacién de la actividad puede conseguirse utilizando ensayos que resultaran familiares al experto en la
materia, particularmente con respecto a la actividad de la proteina, y puede incluir, con fines de comparacién, la
utilizacién de versiones nativas y/o recombinantes de la proteina o polipéptido modificado o no modificado.

Un polipéptido modificado, tal como una quinureninasa modificada, puede identificarse basandose en el incremento
de la actividad de degradacién de quinurenina y/o de 3'-hidroxiquinurenina. Por ejemplo, pueden identificarse los sitios
de reconocimiento de sustrato del polipéptido no modificado. Esta identificacién puede basarse en el analisis
estructural o en el analisis de homologias. Se puede generar una poblacién de mutantes que impliquen modificaciones
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de tales sitios de reconocimiento de sustrato. En una realizacién adicional, pueden seleccionarse a partir de la
poblacién mutante los mutantes con una mayor actividad de degradaciéon de quinurenina. La seleccién de mutantes
deseados puede incluir métodos, tales como la deteccién de subproductos o productos de la degradacién de la
quinurenina.

Las proteinas modificadas de la exposicion pueden poseer deleciones y/o sustituciones de aminoacidos; de esta
manera, una proteina con una delecién, una proteina con una sustitucién, y una proteina con una delecién y una
sustitucion son proteinas modificadas. En algunas realizaciones, estas proteinas modificadas pueden incluir
adicionalmente inserciones 0 aminoacidos afiadidos, tales como con proteinas de fusién o proteinas con conectores,
por ejemplo. Una "proteina modificada por delecién" carece de uno o mas residuos de la proteina nativa, pero puede
poseer la especificidad y/o actividad de la proteina nativa. Una "proteina modificada por delecién" también puede
presentar una inmunogenicidad o antigenicidad reducida. Un ejemplo de una proteina modificada por delecién es
aquella en la que se ha eliminado un residuo aminoacido de por lo menos una regidén antigénica, es decir, una regién
de la proteina que se ha determinado que es antigénica en un organismo en particular, tal como el tipo de organismo
al que se puede administrar la proteina modificada.

Las variantes por sustituciéon o reemplazo normalmente contienen el intercambio de un aminoécido por otro en uno o
més sitios dentro de la proteina y pueden estar disefiadas para modular una o méas propiedades del polipéptido,
particularmente sus funciones efectoras y/o biodisponibilidad. Las sustituciones pueden o no ser conservadoras, es
decir, un aminoacido se sustituye por uno de forma y carga similares. Las sustituciones conservadoras son bien
conocidas de la técnica y entre ellas se incluyen, por ejemplo, los cambios de: alanina a serina; arginina a lisina;
asparagina a glutamina o histidina; aspartato a glutamato; cisteina a serina; glutamina a asparagina; glutamato a
aspartato; glicina a prolina; histidina a asparagina o glutamina; isoleucina a leucina o valina; leucina a valina o
isoleucina; lisina a arginina; metionina a leucina o isoleucina; fenilalanina a tirosina, leucina o metionina; serina a
treonina; treonina a serina; triptéfano a tirosina; tirosina a triptéfano o fenilalanina; y valina a isoleucina o leucina.

Ademas de una delecién o sustitucién, una proteina modificada puede poseer una inserciéon de residuos, lo que
tipicamente implica la adicién de por lo menos un residuo al polipéptido. Lo anterior puede incluir la insercién de un
péptido o polipéptido de reconocimiento o simplemente un solo residuo. Las adiciones terminales, denominadas
proteinas de fusién, se comentan posteriormente.

La expresién "equivalente biolégicamente funcional" es bien entendida en la técnica y se define en mayor detalle en
la presente memoria. De acuerdo con lo anterior, se incluyen secuencias que presentan entre aproximadamente 70 %
y aproximadamente 80 %, o entre aproximadamente 81 % y aproximadamente 90 %, o incluso entre aproximadamente
91 % y aproximadamente 99 % de aminoécidos que son idénticos o funcionalmente equivalentes a los aminoacidos
de un polipéptido de control, siempre que se mantenga la actividad biolégica de la proteina. Una proteina modificada
puede ser biolégicamente equivalente funcionalmente a su contraparte nativa en determinados aspectos.

También se entendera que las secuencias de aminoacidos y acidos nucleicos pueden incluir residuos adicionales,
tales como aminoacidos N- o C-terminales adicionales o secuencias 5' 0 3', y sin embargo seguir siendo esencialmente
como se establece en una de las secuencias dadas a conocer en la presente memoria, siempre y cuando la secuencia
cumpla con los criterios establecidos anteriormente, incluyendo el mantenimiento de la actividad biolégica de la
proteina en lo que se refiere a la expresién proteica. La adiciéon de secuencias terminales se aplica particularmente a
las secuencias de acidos nucleicos que pueden, por ejemplo, incluir diversas secuencias no codificantes que flanquean
cualquiera de las partes 5' 0 3' de la regidn codificante o pueden incluir diversas secuencias internas, es decir, intrones,
que es conocido que ocurren dentro de los genes.

lll. Degradacién enzimética de la quinurenina para terapia

En determinados aspectos, los polipéptidos se pueden utilizar para el tratamiento de enfermedades, incluidos cénceres
sensibles a la deplecién de quinurenina, con enzimas que deplecionan la quinurenina, para impedir efectos
tolerogénicos mediados por tumores y en su lugar mediar respuestas proinflamatorias de eliminacién tumoral. En
determinados aspectos, las quinureninasas estan contempladas para la utilizacidén en el tratamiento de tumores que
expresan IDO1, IDO2 yo TDO.

Determinados aspectos de la presente invencién proporcionan una quinureninasa modificada para tratar
enfermedades, tales como tumores. En particular, el polipéptido modificado puede presentar secuencias de
polipéptidos humanos y, de esta manera, puede impedir reacciones alérgicas en pacientes humanos, permitir la
administracion repetida e incrementar la eficacia terapéutica.

Entre los tumores para los que los métodos de tratamiento actuales resultan Utiles se incluyen cualquier tipo de célula
maligna, tal como los que se encuentran en un tumor sélido o un tumor hematolégico. Entre los tos tumores sélidos
de ejemplo pueden incluirse, aunque sin limitarse a ellos, un tumor de un 6rgano seleccionado del grupo que consiste
en péncreas, colon, ciego, estémago, cerebro, cabeza, cuello, ovario, riién, laringe, sarcoma, pulmén, vejiga,
melanoma, préstata y mama. Entre los tumores heméticos de ejemplo se incluyen tumores de la médula 4sea,
neoplasias de células T o B, leucemias, linfomas, blastomas, mielomas y similares. Entre los ejemplos adicionales de
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canceres que pueden tratarse utilizando los métodos proporcionados en la presente memoria se incluyen, aunque sin
limitacién, carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma, leucemia, cancer de células escamosas, cancer de pulmén (incluido
cancer de pulmén microcitico, cancer de pulmén no microcitico, adenocarcinoma de pulmén y carcinoma escamoso
de pulmén), cancer de peritoneo, cancer hepatocelular, cancer géastrico o de estémago (incluidos cancer
gastrointestinal y tumor estromal gastrointestinal), cancer pancreatico, glioblastoma, cancer de cuello uterino, cancer
de ovario, cancer de higado, cancer de vejiga, cancer de mama, cancer de colon, cancer colorrectal, carcinoma
endometrial o uterino, carcinoma de gldndula salival, cancer de riién o renal, cancer de préstata, cancer de vulva,
cancer de tiroides, diversos tipos de cancer de cabeza y cuello, melanoma, melanoma de extensién superficial,
melanoma lentigo maligno, melanomas lentiginosos acrales, melanomas nodulares, asi como linfoma de células B
(incluyendo linfoma no Hodgkin (LNH) de grado bajo/folicular; linfoma linfocitico pequefio (LLP); linfoma folicular de
grado intermedio; linfoma difuso de grado intermedio; linfoma inmunobléastico de grado alto; linfoma linfoblastico de
grado alto; linfoma de células pequefias no hendidas de grado alto; LNH con enfermedad voluminosa; linfoma de
células del manto; linfoma relacionado con el SIDA; y macroglobulinemia de Waldenstrém), leucemia linfocitica crénica
(LLC), leucemia linfoblastica aguda (LLA), leucemia de células pilosas, mieloma multiple, leucemia mieloide aguda
(LMA) y leucemia mieloblastica crénica.

El cancer puede ser especificamente de los siguientes tipos histolégicos, aunque sin limitacién, neoplasia, maligna,
carcinoma, carcinoma indiferenciado, carcinoma de células gigantes y fusiformes, carcinoma de células pequefias,
carcinoma papilar, carcinoma de células escamosas, carcinoma linfoepitelial, carcinoma de células basales, carcinoma
pilomatricial, carcinoma de células de transicién, carcinoma de células de transicién papilar, adenocarcinoma,
gastrinoma, maligno, colangiocarcinoma, carcinoma hepatocelular, carcinoma hepatocelular combinado vy
colangiocarcinoma, adenocarcinoma ftrabecular, carcinoma adenoide quistico, adenocarcinoma en pdlipo
adenomatoso, adenocarcinoma, poliposis colénica familiar, carcinoma sélido, tumor carcinoide maligno,
adenocarcinoma bronquioalveolar, adenocarcinoma papilar, carcinoma croméfobo, carcinoma acidéfilo,
adenocarcinoma oxifilico, carcinoma baséfilo, adenocarcinoma de células claras, carcinoma de células granulares,
adenocarcinoma folicular, adenocarcinoma papilar y folicular, carcinoma esclerosante no encapsulante, carcinoma
cortical suprarrenal, carcinoma endometrioide, carcinoma de apéndices cutaneos, adenocarcinoma apocrino,
adenocarcinoma sebaceo, adenocarcinoma ceruminoso, carcinoma mucoepidermoide, cistadenocarcinoma,
cistadenocarcinoma papilar, cistadenocarcinoma papilar seroso, cistadenocarcinoma mucinoso, adenocarcinoma
mucinoso, carcinoma de células en anillo de sello, carcinoma ductal infiltrante, carcinoma medular, carcinoma lobulillar,
carcinoma inflamatorio, enfermedad de Paget, mamario; carcinoma de células acinares, carcinoma adenoescamoso,
adenocarcinoma con metaplasia escamosa, timoma maligno, tumor estromal ovarico maligno, tecoma maligno, tumor
de células de la granulosa maligno, androblastoma maligno, carcinoma de células de Sertoli, tumor de células de
Leydig maligno, tumor de células lipidicas maligno, paraganglioma maligno, paraganglioma extramamario maligno,
feocromocitoma, glomangiosarcoma, melanoma maligno, melanoma amelanético, melanoma de extensién superficial,
melanoma maligno en nevus gigante pigmentado, melanoma de células epitelioides, nevus azul maligno, sarcoma,
fibrosarcoma, histiocitoma fibroso maligno, mixosarcoma, liposarcoma, leiomiosarcoma, rabdomiosarcoma,
rabdomiosarcoma embrionario, rabdomiosarcoma alveolar, sarcoma estromal, tumor mixto maligno, tumor mixto
mulleriano, nefroblastoma, hepatoblastoma, carcinosarcoma, mesenquimoma maligno, tumor de Brenner maligno,
tumor filodes maligno, sarcoma sinovial, mesotelioma maligno, disgerminoma, carcinoma embrionario, teratoma
maligno, struma ovarii maligno, coriocarcinoma, mesonefroma maligno, hemangiosarcoma, hemangioendotelioma
maligno, sarcoma de Kaposi, hemangiopericitoma maligno, linfangiosarcoma, osteosarcoma, osteosarcoma
yuxtacortical, condrosarcoma, condroblastoma maligno, condrosarcoma mesenquimatoso, tumor de células gigantes
de hueso, sarcoma de Ewing, tumor odontogénico maligno, odontosarcoma ameloblastico, ameloblastoma maligno,
fibrosarcoma ameloblastico, pinealoma maligno, cordoma, glioma, maligno, ependimoma, astrocitoma, astrocitoma
protoplasmico, astrocitoma fibrilar, astroblastoma, glioblastoma, oligodendroglioma, oligodendroblastoma,
neuroectodérmico primitivo, sarcoma cerebelar, ganglioneuroblastoma, neuroblastoma, retinoblastoma, tumor
neurogénico olfatorio, meningioma maligno, neurofibrosarcoma, neurilemoma maligno, tumor de células granulares
maligno, linfoma maligno, enfermedad de Hodgkin, Hodgkin, paragranuloma, linfoma maligno, linfocitico pequefio,
linfoma maligno de células grandes difusas, linfoma maligno folicular, micosis fungoide, otros linfomas no Hodgkin
especificados, histiocitosis maligna, mieloma multiple, sarcoma de células mastoides, enfermedad inmunoproliferativa
del intestino delgado, leucemia, leucemia linfoide, leucemia de células plasméticas, eritroleucemia, leucemia de células
de linfosarcoma, leucemia mieloide, leucemia basofilica, leucemia eosinofilica, leucemia monocitica, leucemia de
células mastoides, leucemia megacarioblastica, sarcoma mieloide, y leucemia de células pilosas.

La quinureninasa puede utilizarse en la presente memoria como agente antitumoral en una variedad de modalidades
para deplecionar la quinurenina y/o la 3'-hidroxiquinurenina del tejido tumoral, o la circulacién de un mamifero con
cancer, o para la deplecién de la quinurenina cuando su deplecién se considere deseable.

El deplecién puede llevarse a cabo in vivo en la circulacién de un mamifero, in vitro en los casos en que se desee la
deplecion de quinurenina y 3'-hidroxi-quinurenina en cultivos de tejidos u otros medios biolégicos, y en procedimientos
ex vivo donde los liquidos biolégicos, células o tejidos se manipulan fuera del cuerpo y posteriormente se devuelven
al cuerpo del mamifero paciente. La deplecién de la quinurenina en circulacién, los medios de cultivo, los liquidos
biolégicos o las células se lleva a cabo para reducir la cantidad de quinurenina accesible al material que se esta
tratando, y por lo tanto comprende poner en contacto el material que se va a deplecionar con una cantidad de
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quinureninasa de deplecién de la quinurenina bajo condiciones de deplecién de quinurenina a fin de degradar la
quinurenina ambiental en el material que se esta poniendo en contacto.

La deplecién puede centrarse en la fuente de los nutrientes para las células, y no necesariamente en las células
mismas. Por lo tanto, en una aplicacién in vivo, el tratamiento de una célula tumoral incluye poner en contacto el medio
nutritivo para una poblacién de células tumorales con la quinureninasa. En la presente realizacion, el medio puede ser
sangre, liquido linfatico, liquido cefalorraquideo y liquidos corporales similares en los que se desea la deplecién de la
quinurenina.

La eficiencia de deplecion de quinurenina y 3'-hidroxi-quinurenina puede variar ampliamente dependiendo de la
aplicacion, y normalmente depende de la cantidad de quinurenina presente en el material, la tasa deseada de
deplecién y la tolerancia del material para la exposiciéon a quinureninasa. Los niveles de quinurenina y metabolitos de
quinurenina en un material, y por lo tanto las tasas de deplecién de quinurenina y metabolitos de quinurenina del
material, pueden seguirse facilmente mediante una variedad de métodos quimicos y bioquimicos bien conocidos de
la técnica Las cantidades de ejemplo de deplecién de quinurenina se describen con mayor detalle en la presente
memoria, y pueden estar comprendidas entre 0,001 y 100 unidades (U) de quinureninasa, preferentemente entre
aproximadamente 0,01 y 10 U, y més preferentemente entre aproximadamente 0,1 y 5 U de quinureninasa por mililitro
(ml) de material a tratar. Las dosis tipicas se pueden administrar en funcién del peso corporal, y estan comprendidas
en el intervalo de entre aproximadamente 5 y 1000 U/kilogramo (kg)/dia, preferentemente entre aproximadamente 5y
100 U/kg/dia, méas preferentemente entre aproximadamente 10 y 50 U/kg/dia, y més preferentemente entre
aproximadamente 20 y 40 U/kg/dia.

Las condiciones de deplecién de la quinurenina son condiciones de tampdn y temperatura compatibles con la actividad
biolégica de una quinureninasa, e incluyen condiciones moderadas de temperatura, sal y pH compatibles con el
enzima, por ejemplo, condiciones fisiolégicas. Entre las condiciones de ejemplo se incluyen aproximadamente 4 °C a
40 °C., fuerza ibnica equivalente a aproximadamente 0,05 a 0,2 M de NaCl, y un pH de entre aproximadamente Sy 9,
mientras que las condiciones fisiolégicas estan incluidas.

En una realizacién particular, la invencién contempla métodos de utilizar una quinureninasa como agente antitumoral
y, por lo tanto, comprende poner en contacto con una poblacion de células tumorales con una cantidad
terapéuticamente eficaz de quinureninasa durante un periodo de tiempo suficiente para inhibir el crecimiento de las
células tumorales.

En una realizacién, la puesta en contacto in vivo se lleva a cabo mediante la administracién, mediante inyeccion
intraperitoneal intravenosa o intratumoral, una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion fisiolégicamente
tolerable que comprende una quinureninasa de la presente invencién a un paciente, agotando de esta manera la
fuente de quinurenina de las células tumorales presentes en el paciente.

Una cantidad terapéuticamente eficaz de una quinureninasa es una cantidad predeterminada calculada para conseguir
el efecto deseado, es decir, para deplecionar la quinurenina en el tejido tumoral o en la circulacién de un paciente, y
por lo tanto mediar una respuesta proinflamatoria de eliminaciéon del tumor. De esta manera, los intervalos de dosis
para la administracién de quinureninasa de la invencién son aquellos suficientemente grandes para producir el efecto
deseado de reduccién de los sintomas de division celular tumoral y ciclado celular. La dosis no debe ser tan grande
como para causar efectos secundarios adversos, tales como sindromes de hiperviscosidad, edema pulmonar,
insuficiencia cardiaca congestiva, efectos neurolégicos, etc. Generalmente, la dosis variara con la edad, estado, sexo
y extensién de la enfermedad en el paciente y podra ser determinada por experto en la materia. La dosis puede ser
ajustada por el médico individual en caso de cualquier complicacion.

La quinureninasa puede administrarse por via parenteral mediante inyeccién o mediante infusién gradual durante el
tiempo. La quinureninasa puede administrarse por via intravenosa, intraperitoneal, oral, intramuscular, subcutanea,
intracavitaria, transdérmica, dérmica, puede administrarse por medios peristalticos, puede inyectarse directamente en
el tejido que contiene las células tumorales, o puede administrarse mediante una bomba conectada a un catéter que
puede contener un biosensor potencial para la quinurenina.

Las composiciones terapéuticas que contienen quinureninasa se administran convencionalmente por via intravenosa,
por ejemplo, mediante inyeccién de una dosis unitaria. La expresion "dosis unitaria" cuando se utiliza en referencia a
una composicién terapéutica se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosis unitaria para el sujeto,
cada unidad contiene una cantidad predeterminada de material activo calculada para producir el efecto terapéutico
deseado en asociacién con el diluyente requerido, es decir, portador o vehiculo.

Las composiciones se administran de una manera compatible con la formulacién de la dosis, y en una cantidad
terapéuticamente eficaz. La cantidad a administrar depende del sujeto a tratar, la capacidad del sistema del sujeto
para utilizar el ingrediente activo y el grado de efecto terapéutico deseado. Las cantidades precisas de ingrediente
activo que se requiere administrar dependen del criterio del profesional y son especificas de cada individuo. Sin
embargo, los intervalos de dosificacién adecuados para la aplicaciéon sistémica se dan a conocer en la presente
memoria y dependen de la via de administracién. También se encuentran contemplados regimenes adecuados para
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la administracién inicial e inyecciones de refuerzo, tipificadas por una administracién inicial seguida de dosis repetidas
a intervalos de una o mas horas por una inyeccién posterior u otra administracién. En la presente memoria se describen
multiples administraciones de ejemplo y resulta particularmente preferente mantener continuamente altos niveles en
suero y en los tejidos de quinureninasa y, a la inversa, bajos niveles en suero y tejidos de quinurenina.
Alternativamente, se encuentra contemplada una infusién intravenosa continua suficiente para mantener
concentraciones en sangre dentro de los intervalos especificados para las terapias in vivo.

V. Conjugados

Las composiciones y métodos de la presente invencién implican quinureninasas modificadas, tal como mediante la
formacién de conjugados con segmentos peptidicos heter6logos o polimeros, tales como el polietilenglicol. En otros
aspectos, las quinureninasas pueden unirse a PEG para incrementar el radio hidrodinamico del enzima y, por lo tanto,
incrementar la persistencia en suero. En determinados aspectos, el polipéptido dado a conocer puede conjugarse con
cualquier agente de direccionamiento, tal como un ligando que presenta la capacidad de unirse especifica y
establemente a un receptor externo o sitio de unién en una célula tumoral (publicacién de patente US n.°.
2009/0304666).

A. Proteinas de fusién

Determinadas realizaciones se refieren a proteinas de fusién. Dichas moléculas pueden presentar una quinureninasa
nativa o modificada unida en el extremo N- o C-terminal a un dominio heterélogo. Por ejemplo, las fusiones también
pueden utilizar secuencias lider de otras especies para permitir la expresion recombinante de una proteina en un
huésped heterélogo. Otra fusidn til incluye la adicién de una etiqueta de afinidad proteica, tal como una etiqueta de
afinidad de albdmina sérica o seis residuos de histidina, o un dominio inmunitariamente activo, tal como un epitopo de
anticuerpo, preferentemente escindible, para facilitar la purificacién de la proteina de fusién. Entre las etiquetas de
afinidad no limitantes se incluyen polihistidina, proteina de unién a quitina (CBP, por sus siglas en inglés), proteina de
unién a maltosa (MBP, por sus siglas en inglés) y glutation-S-transferasa (GST).

En una realizacion particular, la quinureninasa puede unirse a un péptido que incrementa la semivida in vivo, tal como
un polipéptido XTEN (Schellenberger et al., 2009), dominio Fc de IgG, albumina o péptido de unién a albumina.

El experto en la materia conocera perfectamente métodos de generaciéon de proteinas de fusién. Tales proteinas
pueden ser producidas, por ejemplo, mediante sintesis de novo de la proteina de fusién completa, o0 mediante la unién
de la secuencia de ADN que codifica el dominio heterélogo, seguido de la expresidn de la proteina de fusion intacta.

La produccion de proteinas de fusidn que recuperan las actividades funcionales de las proteinas originales puede
facilitarse mediante conexién de genes con un segmento de ADN puente codificante de un conector peptidico que se
empalma entre los polipéptidos conectados en tdndem. El conector seria de longitud suficiente para permitir el plegado
adecuado de la proteina de fusidn resultante.

B. Conectores

En determinadas realizaciones, la quinureninasa puede conjugarse quimicamente usando reactivos de
entrecruzamiento bifuncionales o fusionarse a nivel de proteinas con conectores peptidicos.

Los reactivos de entrecruzamiento bifuncionales han sido ampliamente utilizados para una variedad de propésitos,
incluyendo la preparacién de matrices de afinidad, la modificacién y estabilizacién de diversas estructuras, la
identificacién de sitios de unién de ligando y de receptores, y estudios estructurales. También se pueden utilizar
conectores peptidicos adecuados para unir la quinureninasa, tales como los conectores Gly-Ser.

Los reactivos homobifuncionales que llevan dos grupos funcionales idénticos han demostrado ser altamente eficientes
en la induccién de entrecruzamiento entre macromoléculas o subunidades idénticas y diferentes de una
macromolécula, y la unién de ligandos polipéptidos a sus sitios de unién especificos. Los reactivos heterobifuncionales
contienen dos grupos funcionales diferentes. Aprovechando las reactividades diferenciales de los dos grupos
funcionales diferentes, puede controlarse el entrecruzamiento tanto de forma selectiva como secuencial. Los reactivos
de entrecruzamiento bifuncionales se pueden dividir de acuerdo con la especificidad de sus grupos funcionales, p. €j,,
grupos especificos de aminoacido, sulfhidrilo, guanidina, indol o carboxilo. De ellos, los reactivos con diana en grupos
amino libres se han vuelto especialmente populares debido a su disponibilidad comercial, facilidad de sintesis y las
condiciones de reaccién moderadas bajo las que se pueden aplicar.

La mayoria de los reactivos de entrecruzamiento heterobifuncionales contienen un grupo primario reactivo con aminas
y un grupo reactivo con tiol. En otro ejemplo, se describen los reactivos de entrecruzamiento heterobifuncionales y los
métodos de utilizacion de los reactivos de entrecruzamiento (patente US n.° 5.889.155). Los reactivos de
entrecruzamiento combinan un residuo de hidrazida nucleofilica con un residuo de maleimida electrofilica, permitiendo
el acoplamiento, en un ejemplo, de aldehidos con tioles libres. El reactivo de entrecruzamiento se puede modificar
para entrecruzar diversos grupos funcionales.
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Ademas, se puede utilizar cualquier otro agente de enlace/acoplamiento y/o mecanismo conocido por el experto en la
materia para combinar quinureninasa, tales como, por ejemplo, la interaccién anticuerpo-antigeno, los enlaces de
biotina-avidina, los enlaces de amida, los enlaces éster, los enlaces tioéster, los enlaces tioéter, los enlaces fosfoéster,
los enlaces fosforamida, los enlaces de anhidrido, los enlaces disulfuro, las interacciones iénicas e hidrofébicas, los
anticuerpos biespecificos y los fragmentos de anticuerpos, o las combinaciones de los mismos.

Resulta preferente la utilizacién de un reticulante que presente una estabilidad razonable en sangre. Se conocen
numerosos tipos de enlaces disulfuro que pueden utilizarse con éxito para conjugar agentes de direccionamiento y
terapéuticos/preventivos. Los conectores que contienen un enlace disulfuro estéricamente impedido pueden
proporcionar una mayor estabilidad in vivo. De esta manera, dichos conectores son un grupo de agentes conectores.

Ademas de los entrecruzantes impedidos, también pueden utilizarse conectores no impedidos de acuerdo con lo
expuesto en la presente memoria. Otros entrecruzantes Utiles, que no se considera que contengan ni generen un
disulfuro protegido, incluyen SATA, SPDP y 2-iminotiolano (Wawrzynczak y Thorpe, 1987). La utilizacién de tales
entrecruzantes es bien conocida de la técnica. Otra realizacién implica la utilizacién de conectores flexibles.

Una vez conjugado quimicamente, el péptido generalmente se purifica para separar el conjugado de los agentes no
conjugados y de otros contaminantes. Existe un gran numero de técnicas de purificacién disponibles para la utilizacién
en la provisién de conjugados de un grado de pureza suficiente para hacerlos clinicamente Utiles.

Los métodos de purificacion basados en la separacién de tamafios, tales como la filtracién en gel, la permeacion en
gel o la cromatografia liquida de alto rendimiento, generalmente resultardn de mayor utilidad. También se pueden
utilizar otras técnicas cromatograficas, tales como la separacibn mediante Blue-Sepharose. Los métodos
convencionales para purificar las proteinas de fusidén de los cuerpos de inclusién pueden resultar Utiles, tales como la
utilizaciéon de detergentes débiles, tales como la N-lauroil-sarcosina sédica (SLS, por sus siglas en inglés).

C. PEGilacion

En determinados aspectos de la invencién, se dan a conocer métodos y composiciones relacionados con la PEGilacién
de la quinureninasa. Por ejemplo, la quinureninasa puede PEGilarse segun los métodos descritos en la presente
memoria.

La PEGilacién es el proceso de unién covalente de cadenas de polimero de polietilenglicol a otra molécula,
normalmente un farmaco o proteina terapéutica. La PEGilacién se lleva a cabo normalmente mediante incubacién de
un derivado reactivo de PEG con la macromolécula diana. La unién covalente de PEG a un farmaco o proteina
terapéutica puede "enmascarar" el agente del sistema inmune del huésped (inmunogenicidad y antigenicidad
reducidas) o incrementar el tamafio hidrodinamico (tamafio en solucién) del agente, lo que prolonga su tiempo
circulatorio al reducir el aclaramiento renal. La PEGilacién también puede proporcionar solubilidad en agua a farmacos
y proteinas hidrofébicos.

La primera etapa de la PEGilacién es la adecuada funcionalizacién del polimero PEG en uno 0 ambos extremos. Los
PEG que se activan en cada extremo con la misma fraccidn reactiva se conocen como "homobifuncionales", mientras
que si los grupos funcionales presentes son diferentes, entonces el derivado de PEG se denomina "heterobifuncional”
o "heterofuncional". Los derivados quimicamente activos o activados del polimero de PEG se preparan para unir el
PEG a la molécula deseada.

La eleccion del grupo funcional adecuado para el derivado de PEG se basa en el tipo de grupo reactivo disponible en
la molécula que se acoplara con el PEG. Para las proteinas, entre los aminoacidos reactivos tipicos se incluyen lisina,
cisteina, histidina, arginina, 4cido aspartico, acido glutamico, serina, treonina y tirosina. El grupo amino N-terminal y el
acido carboxilico C-terminal también se pueden utilizar.

Las técnicas utilizadas para formar derivados de PEG de primera generacién generalmente reaccionan el polimero de
PEG con un grupo que es reactivo con grupos hidroxilo, habitualmente anhidridos, cloruros acidos, cloroformatos y
carbonatos. En la segunda generacién de reacciones quimicas de PEGilacién se ponen a disposicién grupos
funcionales mas eficientes, tales como aldehidos, ésteres, amidas, etc., para la conjugacion.

A medida que las aplicaciones de PEGilacién se han vuelto cada vez més avanzadas y sofisticadas, se ha producido
un incremento en la necesidad de PEG heterobifuncionales para la conjugacién. Estos PEG heterobifuncionales
resultan muy Utiles para unir dos entidades, donde se necesita un espaciador hidrofilico, flexible y biocompatible. Los
grupos terminales preferentes para los PEG heterobifuncionales son maleimida, vinilsulfonas, disulfuro de piridilo,
amina, acidos carboxilicos y ésteres de NHS.

Los agentes de modificacién més comunes, o conectores, se basan en moléculas metoxi-PEG (mPEG). Su actividad
depende de la adicién de un grupo modificador de proteina al extremo alcohol. En algunos casos el polietilenglicol
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(PEG-diol) se utiliza como molécula precursora. El diol se modifica posteriormente en ambos extremos para formar
una molécula hetero- u homo-dimérica unida a PEG.

Las proteinas generalmente se PEGilan en sitios nucleofilicos, tales como tioles no protonados (residuos cisteinilo) o
grupos amino. Entre los ejemplos de reactivos de modificaciéon especificos de cisteinilo se incluyen maleimida-PEG,
yodoacetato-PEG, tioles-PEG y vinilsulfona-PEG. Los cuatro son fuertemente especificos de cisteinilo bajo
condiciones leves y pH neutro a ligeramente alcalino, aunque cada uno adolece de algunas desventajas. El tioéter
formado con las maleimidas puede ser algo inestable bajo condiciones alcalinas, por lo que puede haber alguna
limitacién a las opciones de formulacién con este conector. El enlace de carbamotioato formado con yodo-PEG es
mas estable, aunque el yodo libre puede modificar los residuos tirosina bajo algunas condiciones. Los PEG-tioles
forman enlaces disulfuro con tioles de proteina, aunque este enlace también puede ser inestable en condiciones
alcalinas. La reactividad de PEG-vinilsulfona es relativamente lenta en comparacién con la maleimida y el yodo-PEG,;
sin embargo, el enlace tioéter formado es bastante estable. Su velocidad de reaccién mas lenta también puede hacer
que la reaccién de PEG-vinylsulfona resulte més facil de controlar.

La PEGilacién especifica de sitio en residuos nativos de cisteinilo rara vez se lleva a cabo, ya que estos residuos
normalmente presentan la forma de enlaces disulfuros o resultan necesarios para la actividad biolégica. Por otro lado,
la mutagénesis dirigida a sitio se puede utilizar para incorporar sitios de PEGilacidén cisteinilo para conectores
especificos de tiol. La mutaciéon de la cisteina debe disefiarse de tal manera que resulte accesible al reactivo de
PEGilacién y todavia sea biol6gicamente activa después de PEGilacién.

Entre los agentes de modificacién especificos de amina se incluyen el éster NHS de PEG, tresilato de PEG, PEG-
aldehido, isotiocianato de PEG y varios otros. Todos reaccionan bajo condiciones suaves y son muy especificos para
grupos amino. El éster NHS de PEG es probablemente uno de los agentes mas reactivos; sin embargo, su alta
reactividad puede hacer que la reacciéon de PEGilacién resulte dificil de controlar a gran escala. El PEG-aldehido forma
una imina con el grupo amino, que después se reduce a una amina secundaria con cianoborohidruro sédico. A
diferencia del borohidruro sédico, el cianoborohidruro sédico no reducira los enlaces disulfuro. Sin embargo, este
producto quimico es altamente téxico y debe manipularse con precaucién, particularmente a un pH mas bajo, al que
se vuelve volatil.

Debido a los multiples residuos de lisina en la mayoria de las proteinas, la PEGilacién especifica de sitio puede resultar
dificil. Afortunadamente, debido a que estos reactivos reaccionan con grupos amino no protonados, resulta posible
dirigir la PEGilacién a grupos amino de menor pK mediante la realizaciéon de la reacciéon a un pH mas bajo. Por lo
general, el pK del grupo alfa-amino es 1 a 2 unidades de pH mas baja que el grupo amino épsilon de los residuos de
lisina. Al PEGilar la molécula a pH 7 o inferior, se puede alcanzar con frecuencia una alta selectividad para el extremo
N-terminal. Sin embargo, ello solo resulta factible si la parte N-terminal de la proteina no resulta necesaria para la
actividad biolégica. Sin embargo, los beneficios farmacocinéticos de la PEGilaciéon frecuentemente superan una
pérdida significativa de bioactividad in vitro, 1o que resulta en un producto con una bioactividad /n vivo mucho mayor
independientemente de la quimica de la PEGilacién.

Hay varios parametros a considerar al desarrollar un procedimiento de PEGilacién. Afortunadamente, normlamente
no hay mas de cuatro o cinco pardmetros clave. El enfoque del "disefio de experimentos" para la optimizacion de las
condiciones de PEGilacién puede resultar muy util. Para las reacciones de PEGilacién especificas de tiol, entre los
parametros a considerar se incluyen: la concentracién de proteina, la proporcion PEG-proteina (sobre una base molar),
la temperatura, el pH, el tiempo de reaccién y, en algunos casos, la exclusién del oxigeno. (El oxigeno puede contribuir
a la formacion de disulfuros intermoleculares por la proteina, lo que reducira el rendimiento del producto PEGilado).
Deben considerarse los mismos factores (con la excepcidn del oxigeno) para la modificacion especifica de aminas,
excepto en que el pH puede ser todavia més critico, particularmente cuando la diana es el grupo amino N-terminal.

Para las modificaciones especificas de amina y de tiol, las condiciones de reaccién pueden afectar la estabilidad de la
proteina. Ello puede limitar la temperatura, la concentraciéon de proteinas y el pH. Ademas, se debe conocer la
reactividad del conector PEG antes de iniciar la reaccion de PEGilacién. Por ejemplo, si el agente de PEGilacién es
solo 70 por ciento activo, la cantidad de PEG utilizada debe garantizar que solo se cuentan las moléculas de PEG
activas en la estequiometria de reaccién proteina a-PEG.

V. Proteinas y Péptidos

En determinadas realizaciones, la presente invencién se refiere a nuevas composiciones que comprenden por lo
menos una proteina o péptido, tal como una quinureninasa. Estos péptidos pueden estar comprendidos en una
proteina de fusién o conjugados con un agente tal como se ha indicado anteriormente.

Tal como se utiliza en la presente memoria, una proteina o péptido generalmente se refiere, aunque sin limitacién, a
una proteina de més de aproximadamente 200 aminoacidos, hasta una secuencia de longitud completa traducida a
partir de un gen; un polipéptido de mas de aproximadamente 100 aminoacidos, y/o un péptido de entre

aproximadamente 3 y aproximadamente 100 aminoécidos. Por conveniencia, los términos "proteina”, "polipéptido" y
"péptido" se usan indistintamente en la presente memoria.
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Tal como se utiliza en la presente memoria, un "residuo aminoacido" se refiere a cualquier aminoacido natural,
cualquier derivado de aminoacido, o cualquier mimético de aminoéacido conocido de la técnica. En determinadas
realizaciones, los residuos de la proteina o péptido son secuenciales, sin que ninglin grupo no-aminoacido interrumpa
la secuencia de residuos aminoacido. En otras realizaciones, la secuencia puede comprender una o mas fracciones
no aminoacido. En realizaciones particulares, la secuencia de residuos de la proteina o péptido puede estar
interrumpida por una o mas fracciones no aminoécido.

De acuerdo con lo anterior, la expresion "proteina o péptido" comprende secuencias de aminoécidos que comprenden
por lo menos uno de los 20 aminoacidos comunes que se encuentran en las proteinas naturales, o por lo menos un
aminoacido modificado o inusual.

Las proteinas o los péptidos pueden prepararse mediante cualquier técnica conocida por el experto en la materia,
incluyendo la expresién de proteinas, polipéptidos o péptidos mediante técnicas biolégicas moleculares estandares,
el aislamiento de proteinas o péptidos a partir de fuentes naturales, o la sintesis quimica de proteinas o péptidos. Las
secuencias de nucleétidos y proteinas, polipéptidos y péptidos correspondientes a diversos genes han sido
previamente dadas a conocer, y se pueden encontrar en bases de datos computarizadas conocidas por el experto
habitual en la materia. Unas de estas bases de datos son las bases de datos Genbank y GenPept del National Center
for Biotechnology Information (disponibles en internet, en ncbi.nlm.nih.gov/). Las regiones codificantes de los genes
conocidos pueden amplificarse y/o expresarse utilizando las técnicas dadas a conocer en la presente memoria, o tal
como conocera el experto habitual en la materia. Alternativamente, diversas preparaciones comerciales de proteinas,
polipéptidos y péptidos son conocidas por el experto habitual en la materia.

V1. Acidos nucleicos y vectores

En determinados aspectos de la invencidn, pueden darse a conocer secuencias de 4cidos nucleicos que codifican una
quinureninasa o una proteina de fusién que contenga una quinureninasa. Dependiendo del sistema de expresién que
se utilice, pueden seleccionarse secuencias de acidos nucleicos basdndose en métodos convencionales. Por ejemplo,
si la quinureninasa se deriva de quinureninasa humana y contiene mdltiples codones que rara vez se utilizan en E.
coli, entonces ello puede interferir con la expresidn. Por lo tanto, los genes correspondientes o variantes de los mismos
pueden optimizarse para los codones para la expresion en E. coli. También se pueden utilizar diversos vectores para
expresar la proteina de interés. Entre los vectores de ejemplo se incluyen, aunque sin limitacién, vectores plasmidos,
vectores viricos, transposones o vectores basados en liposomas.

Vil. Células huésped

Las células huésped pueden ser cualesquiera que puedan ser transformadas para permitir la expresién y secrecion
de quinureninasa y conjugados de la misma. Las células huésped pueden ser bacterias, células de mamiferos,
levaduras u hongos filamentosos. Entre las diversas bacterias se incluyen Escherichiay Bacillus. Las levaduras
pertenecientes a los géneros Saccharomyces, Kluyveromyces, Hansenula o Pichia resultaran utiles como células
huésped apropiadas. Pueden utilizarse diversass especies de hongos filamentosos como huéspedes de expresién,
incluyendo los siguientes géneros: Aspergillus, Trichoderma, Neurospora, Penicillium, Cephalosporium, Achlya,
Podospora, Endothia, Mucor, Cochliobolus y Pyricularia.

Entre los ejemplos de organismos huésped utilizables se incluyen bacterias, p. ej., Escherichia coli MC1061, derivados
de Bacillus subtilis BRB1 (Sibakov et al., 1984), Staphylococcus aureus SAI123 (Lordanescu, 1975) oStreptococcus
lividans (Hopwoodet al,1985); levaduras, p. ej., Saccharomyces cerevisiae AH 22 (Mellor et al., 1989), o
Schizosaccharomyces pombe; y hongos filamentosos, p. €]., Aspergillus nidulans, Aspergillus awamori (\Ward, 1989),
o Trichoderma reesei (Penttila et al., 1987; Harkki et al., 1989).

Entre los ejemplos de células huésped de mamiferos se incluyen células de ovario de hamster chino (CHO-K1; ATCC
CCL61), células pituitarias de rata (GH1; ATCC CCL82), células HeLa S3 (ATCC n.° CCL2.2), células de hepatoma
de rata (H-4-1I-E; ATCC n.° CRL 1548), células renales de mono transformado por SV40 (COS-1; ATCC n.° CRL 1650)
y células embrionarias murinas (NIH-3T3; ATCC n.° CRL 1658).

Las células huésped de mamifero que expresan la quinureninasa y/o sus proteinas de fusién se cultivan bajo
condiciones normalmente utilizadas para cultivar la linea celular parental. Generalmente, las células se cultivan en un
medio estandar que contiene sales y nutrientes fisiolégicos, tales como RPMI, MEM, IMEM o DMEM estandar
habitualmente suplementado con suero al 5 % a 10 %, tal como suero fetal bovino. Las condiciones de cultivo también
son estandares, p. €j., los cultivos se incuban a 37 °C en cultivos estacionarios o en botellas giratorias hasta que se
alcancen los niveles deseados de las proteinas.

VIl Purificacién de proteinas

Las técnicas de purificacién de proteinas son bien conocidas por el experto en la materia Estas técnicas implican, en
un nivel, la homogeneizacién y el fraccionamiento en bruto de las células, tejidos u 6rganos en fracciones polipeptidicas
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y no polipeptidicas. La proteina o polipéptido de interés puede purificarse adicionalmente utilizando técnicas
cromatograficas y electroforéticas para conseguir una purificacién parcial o completa (o purificacién a homogeneidad)
a menos que se especifique lo contrario. Los métodos analiticos particularmente adecuados para la preparacion de
un péptido puro son la cromatografia de intercambio iénico, la cromatografia de exclusion en gel, la electroforesis en
gel de poliacrilamida, la cromatografia de afinidad, la cromatografia de inmunoafinidad y el enfoque isoeléctrico. Un
método particularmente eficiente de purificacién de péptidos es la cromatografia liquida rapida (FPLC, por sus siglas
en inglés) o incluso la cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC, por sus siglas en inglés).

Una proteina o péptido purificada esta destinada a referirse a una composicién, aislable de otros componentes, en
donde la proteina o péptido se purifica en cualquier grado en relacién con su estado obtenible naturalmente. Una
proteina o péptido aislado o purificado, por lo tanto, también se refiere a una proteina o péptido libre del ambiente en
el que puede encontrarse naturalmente. Generalmente, "purificado” se refiere a una composicién de proteina o péptido
que ha sido sometido a fraccionamiento para eliminar diversos otros componentes, y cuya composicién conserva
sustancialmente su actividad biolégica expresada. Cuando se utiliza la expresiéon "sustancialmente purificado”, esta
designacién se referira a una composiciéon en la que la proteina o péptido forma el componente principal de la
composicién, tal como constituir aproximadamente 50 %, aproximadamente 60 %, aproximadamente 70 %,
aproximadamente 80 %, aproximadamente 90 %, aproximadamente 95 %, o mas de las proteinas en la composicién.

Diversas técnicas adecuadas para la utilizacién en la purificacién de proteinas son bien conocidas por el experto en la
materia Entre ellas se incluyen, por ejemplo, la precipitacién con sulfato amdnico, PEG, anticuerpos y similares, o
mediante desnaturalizacién térmica, seguida de centrifugacidn; etapas de cromatografia, tales como intercambio
i6nico, filtracion en gel, fase inversa, hidroxiapatita y cromatografia de afinidad; enfoque isoeléctrico; electroforesis en
gel; y combinaciones de éstas y otras técnicas. Tal como es generalmente conocido, se cree que el orden de
conduccién de las diversas etapas de purificacién puede modificarse, o que determinadas etapas pueden omitirse, y
todavia resultan en un método adecuado para la preparacién de una proteina o péptido sustancialmente purificado.

Diversos métodos para cuantificar el grado de purificaciéon de la proteina o péptido son conocidos por el experto en la
materia a la luz de la presente exposicién. Entre ello se incluyen, por ejemplo, determinar la actividad especifica de
una fraccién activa, o evaluar la cantidad de polipéptidos dentro de una fraccion mediante analisis de SDS/PAGE. Un
método preferente para evaluar la pureza de una fraccién es calcular la actividad especifica de la fraccién, compararla
con la actividad especifica del extracto inicial, y calcular de esta manera el grado de pureza de la misma, evaluado por
un "factor numérico de purificacién". Las unidades reales utilizadas para representar la cantidad de actividad, por
supuesto, dependeran de la técnica de ensayo particular seleccionada para seguir la purificacion, y de si la proteina o
péptido expresado muestra o no una actividad detectable.

No hay ningun requisito general de que la proteina o péptido siempre se proporcione en su estado més purificado. De
hecho, se contempla que los productos purificados menos sustancialmente puedan presentar utilidad en determinadas
realizaciones. La purificacién parcial puede llevarse a cabo mediante la utilizacion de menos etapas de purificacién en
combinacién, o mediante la utilizacidén de diferentes formas del mismo esquema de purificaciéon general. Por ejemplo,
se aprecia que una cromatografia de columna de intercambio catidnico realizada utilizando un aparato de HPLC
generalmente dard como resultado un "factor' mayor de purificacién que la misma técnica que utiliza un sistema de
cromatografia de baja presién. Los métodos que muestran un menor grado de purificacién relativa pueden presentar
ventajas en la recuperacion total del producto proteico, o en el mantenimiento de la actividad de la proteina expresada.

En determinadas realizaciones se puede aislar o purificar una proteina o péptido, por ejemplo, una quinureninasa, una
proteina de fusién que contiene una quinureninasa, o una quinureninasa modificada después de la PEGilacién. Por
ejemplo, una etiqueta de His o un epitopo de afinidad pueden estar comprendido en la quinureninasa para facilitar la
purificaciéon. La cromatografia de afinidad es un procedimiento cromatografico que se basa en la afinidad especifica
entre la sustancia a aislar y la molécula a la que puede unirse especificamente. Este es un tipo de interaccién de
receptor-ligando. El material de la columna se sintetiza mediante acoplamiento covalente de una de las parejas de
unidén a una matriz insoluble. El material de la columna es entonces capaz de adsorber especificamente la sustancia
a partir de la solucién. La elucién se produce mediante modificacién de las condiciones a aquellas en las que no se
producira la unién (p. ej., pH alterado, fuerza iénica, temperatura, etc.). La matriz debe ser una sustancia que no
adsorbe moléculas en ninguna medida significativa y que presenta un amplio abanico de estabilidad quimica, fisica y
térmica. El ligando debe acoplarse de tal manera que no afecte a sus propiedades de unién. El ligando también debe
proporcionar un enlace relativamente fuerte. Debe ser posible eluir la sustancia sin destruir la muestra o el ligando.

La cromatografia de exclusidén por tamafio (SEC, por sus siglas en inglés) es un método cromatografico en el que las
moléculas en solucién se separan en funcién de su tamafio, o en términos més técnicos, en funcién de su volumen
hidrodinamico. Generalmente se aplica a moléculas grandes o complejos macromoleculares, tales como proteinas y
polimeros industriales. Tipicamente, cuando se utiliza una solucién acuosa para transportar la muestra a través de la
columna, la técnica se conoce como cromatografia de filtracién de gel, frente a cromatografia de permeacién en gel,
que se utiliza cuando un solvente organico se utiliza como una fase mévil.

El principio subyacente de la SEC es que las particulas de diferentes tamafios eluiran (filtrarén) a través de la fase
estacionaria a diferentes velocidades. Lo anterior resulta en la separaciéon de una solucidén de particulas en funcién del
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tamafio. Siempre que todas las particulas se carguen simultaneamente o casi simultdneamente, las particulas del
mismo tamafio deberian eluir juntas. Cada columna de exclusibén de tamafio presenta un intervalo de pesos
moleculares que se pueden separar. El limite de exclusién define el peso molecular en el extremo superior de este
intervalo y es donde las moléculas son demasiado grandes para resultar atrapadas en la fase estacionaria. El limite
de permeacion define el peso molecular en el extremo inferior del intervalo de separacién y es donde las moléculas
de un tamafio lo suficientemente pequefio pueden penetrar en los poros de la fase estacionaria completamente y todas
las moléculas por debajo de esta masa molecular son tan pequefias que eluyen en forma de una sola banda.

La cromatografia liquida de alto rendimiento (o cromatografia liquida de alta presién, HPLC) es una forma de
cromatografia de columna que se utiliza con frecuencia en bioquimica y quimica analitica para separar, identificar y
cuantificar compuestos. La HPLC utiliza una columna que contiene material de relleno cromatografico (fase
estacionaria), una bomba que mueve la fase o fases méviles por la columna y un detector que muestra los tiempos de
retencién de las moléculas. El tiempo de retencién varia dependiendo de las interacciones entre la fase estacionaria,
las moléculas que se analizan y el solvente o solventes utilizados.

IX_ Composiciones farmacéuticas

Se encuentra contemplado que la quinureninasa nueva, tal como se define en las reivindicaciones, pueda
administrarse sistémica o localmente para inhibir el crecimiento de células tumorales y, lo més preferentemente, para
destruir células cancerosas en pacientes con cancer localmente avanzado o metastasico. Se pueden administrar por
via intravenosa, intratecal y/o intraperitoneal. Pueden administrarse solos o en combinacién con farmacos
antiproliferativos. En una realizacién, se administran para reducir la carga de cancer en el paciente antes de cirugia u
otros procedimientos. Alternativamente, se pueden administrar después de la cirugia para garantizar que cualquier
cancer restante (p. €j., cancer que la cirugia no ha podido eliminar) no sobreviva.

No se pretende que la presente invencién esté limitada por la naturaleza particular de la preparacién terapéutica. Por
ejemplo, tales composiciones se pueden proporcionar en formulaciones junto con liquidos, gel o portadores, diluyentes
y excipientes sélidos fisiolégicamente tolerables. Estas preparaciones terapéuticas pueden administrarse a mamiferos
para uso veterinario, tal como con animales domésticos, y para uso clinico en seres humanos de manera similar a
otros agentes terapéuticos. En general, la dosis requerida para la eficacia terapéutica variara segun el tipo de uso y
modo de administracién, asi como los requerimientos particularizados de los sujetos individuales.

Tales composiciones se preparan normalmente en forma de soluciones o suspensiones liquidas, como inyectables.
Los diluyentes y excipientes adecuados son, por ejemplo, agua, solucién salina, dextrosa, glicerol o similares, y
combinaciones de los mismos. Ademas, si se desea, las composiciones pueden contener cantidades menores de
sustancias auxiliares, tales como agentes humectantes o emulsionantes, agentes estabilizantes o agentes
tamponadores del pH.

Cuando se contemplan aplicaciones clinicas, puede ser necesario preparar composiciones farmacéuticas que
comprenden proteinas, anticuerpos y farmacos en una forma apropiada para la aplicacién prevista. Generalmente, las
composiciones farmacéuticas pueden comprender una cantidad eficaz de una o més de quinureninasa o agentes
adicionales disueltos o dispersos en un portador farmacéuticamente aceptable. La expresién "farmacéutica o
farmacoldgicamente aceptable" se refieren a entidades moleculares y composiciones que no producen una reaccién
adversa, alérgica u otra reaccidén adversa cuando se administran a un animal, tal como, por ejemplo, un ser humano,
segun corresponda. La preparaciéon de una composicién farmacéutica que contenga por lo menos una quiureninasa
aislada mediante el método dado a conocer en la presente memoria, o ingrediente activo adicional sera conocida por
el experto en la materia a la luz de la presente exposicion, tal como se ejemplifica por Remington's Pharmaceutical
Sciences, 18a ed., 1990. Ademas, para la administracién animal (p. ej., humana), se entendera que las preparaciones
pueden requerir el cumplimento de normas de esterilidad, pirogenicidad, seguridad general y pureza segun lo exigido
por las normas de la Oficina de biol6gicos de la FDA.

Tal como se utiliza en la presente memoria, "portador farmacéuticamente aceptable" incluye todos y cada uno de los
solventes, medios de dispersién, recubrimientos, surfactantes, antioxidantes, conservantes (p. ej., agentes
antibacterianos, agentes antifingicos), agentes isoténicos, agentes retardantes de la absorcién, sales, conservantes,
farmacos, estabilizantes de farmacos, geles, aglutinantes, excipientes, agentes de desintegracién, lubricantes,
agentes aromatizantes, colorantes, tales como materiales y combinaciones de los mismos, tal como seran conocidos
por el experto habitual en la materia (ver, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 18a ed., 1990). Excepto
en la medida en que cualquier portador convencional sea incompatible con el ingrediente activo, se encuentra
contemplada la utilizacién del mismo en composiciones farmacéuticas.

Se da a conocer, ademas, que determinadas realizaciones de la presente invencién pueden comprender diferentes
tipos de portadores dependiendo de si se administra en forma sdélida, liquida o aerosol, y si necesita ser estéril para la
via de administracién, tal como la inyeccién. Las composiciones pueden administrarse por via intravenosa,
intradérmica, transdérmica, intratecal, intraarterial, intraperitoneal, intranasal, intravaginal, intrarrectal, intramuscular,
subcutanea, mucosa, oral, topica, localmente, mediante inhalaciéon (p. €j., inhalacién de aerosol), mediante inyeccién,
mediante infusién, mediante infusién continua, mediante perfusién localizada que bafia directamente las células diana,
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a través de un catéter, mediante un lavado, en composiciones lipidicas (p. €j., liposomas), o0 mediante otros métodos
o cualquier combinacién de los anteriores que serian conocidos por el experto habitual en la materia (ver, por ejemplo,
Remington's Pharmaceutical Sciences, 18a ed., 1990).

Los polipéptidos modificados tal como se definen en las reivindicaciones pueden formularse en una composicién en
forma de base libre, forma neutra o sal. Entre las sales farmacéuticamente aceptables se incluyen las sales de adicién
acida, p. €j., aquellas formadas con los grupos amino libres de una composicién proteica, o que se forman con acidos
inorganicos, tales como, por ejemplo, acido clorhidrico o fosférico, o acidos organicos tales como acido acético,
oxalico, tartarico o mandélico. Las sales formadas con los grupos carboxilo libres también pueden derivarse de bases
inorganicas, tales como, por ejemplo, hidréxidos de sodio, potasio, amonio, calcio o férrico; o bases orgénicas tales
como isopropilamina, trimetilamina, histidina o procaina. Tras la formulacién, las soluciones se administran de una
manera compatible con la formulacién de dosis y en una cantidad que resulte terapéuticamente eficaz. Las
formulaciones se administran facilmente en una variedad de formas de dosis, tal como formuladas para
administraciones parenterales, tales como soluciones inyectables, o aerosoles para la administracién a los pulmones,
o formuladas para administraciones alimentarias, tales como capsulas de liberacién de farmacos y similares.

La composiciéon adecuada para la administracién puede proporcionarse en un portador farmacéuticamente aceptable
con o sin un diluyente inerte. El portador debe ser asimilable e incluye liquidos, semisélidos, es decir, pastas o
portadores sélidos. Salvo en la medida en que cualquier medio convencional, agente, diluyente o portador resulte
perjudicial para el receptor o para la eficacia terapéutica de la composicién contenida en el mismo, resulta apropiado
Su uso en composicién administrable para la utilizaciéon en la puesta en practica de los métodos. Entre los ejemplos
de portadores o diluyentes se incluyen grasas, aceites, agua, soluciones salinas, lipidos, liposomas, resinas,
aglutinantes, rellenos y similares, o combinaciones de los mismos. La composicién puede comprender, ademas,
diversos antioxidantes para retardar la oxidacién de uno o mas componentes. Ademas, la prevencién de la accidén de
los microorganismos puede ser provocada por conservantes, tales como diversos agentes antibacterianos y
antifingicos, incluidos, aunque sin limitacién, los parabenos (p. ej., metilparabenos, propilparabenos), clorobutanol,
fenol, acido sérbico, timerosal o combinaciones de los mismos.

Segun determinados aspectos de la presente invencién, la composicién se combina con el portador de cualquier
manera conveniente y préactica, es decir, mediante solucién, suspensién, emulsificacién, mezcla, encapsulacién,
absorcidn y similares. Dichos procedimientos son habituales para el experto en la materia.

Se da a conocer, ademas, que la composicién puede combinarse o mezclarse a fondo con un portador semisélido o
sélido. La mezcla se puede llevar a cabo de cualquier manera conveniente, tal como la molienda. Los agentes
estabilizantes también se pueden afiadir en el procedimiento de mezcla para proteger la composicién frente a la
pérdida de la actividad terapéutica, es decir, la desnaturalizacién en el estbmago. Entre los ejemplos de estabilizadores
para la utilizacién en una composicién se incluyen tampones, amino&cidos, tales como glicina y lisina, carbohidratos,
tales como dextrosa, manosa, galactosa, fructosa, lactosa, sacarosa, maltosa, sorbitol, manitol, etc.

En una exposicion adicional, la presente invencién puede referirse a la utilizacién de una composiciéon de vehiculos
lipidicos farmacéuticos que incluye quinureninasas, uno o mas lipidos y un solvente acuoso. Tal como se usa en la
presente memoria, el término "lipido" se definira para incluir cualquiera de una amplia gama de sustancias que son
caracteristicamente insolubles en agua y extraibles con un disolvente organico. Esta amplia clase de compuestos es
bien conocida por el experto en la materia, y como el término "lipido" tal como se utiliza en la presente memoria, no
se encuentra limitada a ninguna estructura particular. Entre los ejemplos se incluyen compuestos que contienen
hidrocarburos alifaticos de cadena larga y sus derivados. Un lipido puede ser natural o sintético (es decir, disefiado o
producido por el hombre). Sin embargo, un lipido habitualmente es una sustancia biolégica. Los lipidos biolégicos son
bien conocidos de la técnica, y entre ellos se incluyen, por ejemplo, grasas neutras, fosfolipidos, fosfoglicéridos,
esteroides, terpenos, lisolipidos, glicoesfingolipidos, glicolipidos, sulfatidos, lipidos con 4cidos grasos unidos a étery
a éster, lipidos polimerizables y combinaciones de los mismos. Evidentemente, los compuestos distintos de los
descritos especificamente en la presente memoria considerados lipidos por el experto en la materia también se
encuentran comprendidos en las composiciones y métodos.

El experto habitual en la materia estaré familiarizado con la gama de técnicas que se pueden utilizar para dispersar
una composicién en un vehiculo lipidico. Por ejemplo, la quinureninasa o una proteina de fusién de la misma puede
dispersarse en una solucién que contenga un lipido, disuelta con un lipido, emulsionada con un lipido, mezclada con
un lipido, combinada con un lipido, unida covalentemente a un lipido, contenida en forma de una suspensién en un
lipido, contenida o acomplejada con una micela o liposoma, o asociada de otro modo a una estructura lipidica por
cualquier medio conocido por el experto habitual en la materia. La dispersién puede o no dar lugar a la formacién de
liposomas.

La dosis real de una composicién administrada a un paciente animal puede determinarse a partir de factores fisicos y
fisiolégicos, tales como el peso corporal, la gravedad de la afeccién, el tipo de enfermedad bajo tratamiento, las
intervenciones terapéuticas previas o concurrentes, la idiopatia del paciente y la via de administracién. Dependiendo
de la dosis y la via de administracién, el nUmero de administraciones de una dosis preferida y/o una cantidad eficaz
puede variar segun la respuesta del sujeto. El profesional encargado de la administracion determinaré, en cualquier
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caso, la concentracion del ingrediente o ingredientes activos en una composicién y la dosis o dosis adecuadas para el
sujeto individual.

En determinadas realizaciones, las composiciones farmacéuticas pueden comprender, por ejemplo, por lo menos
aproximadamente 0,1% de un compuesto activo. En otras realizaciones, un compuesto activo puede comprender entre
aproximadamente 2 % y aproximadamente 75 % del peso de la unidad, o entre aproximadamente 25 % y
aproximadamente 60 %, por ejemplo, y cualquier intervalo derivable a partir de ellos. Naturalmente, la cantidad de
compuesto o compuestos activos en cada composicidn terapéuticamente util puede prepararse de tal manera que se
obtenga una dosis adecuada en cualquier dosis unitaria dada del compuesto. Factores como la solubilidad, la
biodisponibilidad, la semivida biolégica, la via de administraciéon, la vida util del producto, asi como otras
consideraciones farmacolégicas, serdn contemplados por el experto en la materia de preparacién de tales
formulaciones farmacéuticas, y de esta manera, puede resultar deseable una variedad de dosis y regimenes de
tratamiento.

En otros ejemplos no limitativos, una dosis puede comprender, ademés, entre aproximadamente 1 microgramo/kg de
peso corporal, aproximadamente 5 microgramos/kg de peso corporal, aproximadamente 10 microgramos/kg de peso
corporal, aproximadamente 50 microgramos/kg de peso corporal, aproximadamente 100 microgramos/kg de peso
corporal, aproximadamente 200 microgramos/kg de peso corporal, aproximadamente 350 microgramos/kg de peso
corporal, aproximadamente 500 microgramos/kg de peso corporal, aproximadamente 1 miligramos/kg de peso
corporal, aproximadamente 5 miligramos/kg de peso corporal, aproximadamente 10 miligramos/kg de peso corporal,
aproximadamente 50 miligramos/kg de peso corporal, aproximadamente 100 miligramos/kg de peso corporal,
aproximadamente 200 miligramos/kg de peso corporal, aproximadamente 350 miligramos/kg de peso corporal,
aproximadamente 500 miligramos/kg de peso corporal, to aproximadamente 1000 miligramos/kg de peso corporal o
més por cada administracion, y cualquier intervalo derivable a partir de los ellos. En ejemplos no limitativos de un
intervalo derivable a partir de los nimeros enumerados en la presente memoria, puede administrarse un intervalo de
entre aproximadamente 5 miligramos/kg/peso corporal y aproximadamente 100 miligramos/kg/peso corporal, entre
aproximadamente 5 microgramos/kg/peso corporal y aproximadamente 500 miligramos/kg/peso corporal, efc.,
basados en los nimeros indicados anteriormente.

X Tratamientos de combinacién

En determinadas realizaciones, las composiciones y métodos de las presentes realizaciones implican la administracion
de una quinureninasa en combinacién con una segunda terapia o terapia adicional. Dicha terapia se puede aplicar en
el tratamiento de cualquier enfermedad que estd asociada a dependencia de la quinurenina. Por ejemplo, la
enfermedad puede ser céncer.

Los métodos y las composiciones, incluidas las terapias de combinacidén, mejoran el efecto terapéutico o protector, y/o
incrementar el efecto terapéutico de otra terapia anticancer o antihiperproliferativa. Los métodos y composiciones
terapéuticos y profilacticos se pueden proporcionar en una cantidad combinada eficaz para conseguir el efecto
deseado, tal como la destruccién de una célula cancerosa y/o la inhibicién de la hiperproliferacién celular. Este proceso
puede implicar la administracién de una quinureninasa y una segunda terapia. La segunda terapia puede o no
presentar un efecto citotéxico directo. Por ejemplo, la segunda terapia puede ser un agente que regula positivamente
el sistema inmunitario sin presentar un efecto citotéxico directo. Un tejido, tumor o célula puede estar expuesto a una
0 méas composiciones o formulaciones farmacol6gicas que comprenden uno o mas agentes (p. €j., una quinureninasa
0 un agente anticdncer), o mediante la exposicién del tejido, tumor y/o célula con dos o mas composiciones o
formulaciones distintas, en donde una composicién proporciona 1) una quinureninasa, 2) un agente anticancer, o 3)
una quinureninasa y un agente anticancer. Ademas, se encuentra contemplado que dicha terapia de combinacion se
puede utilizar junto con quimioterapia, radioterapia, terapia quirdrgica o inmunoterapia.

Los términos "contactado" y "expuesto”, cuando se aplican a una célula, se utilizan en la presente memoria para
describir el procedimiento por el cual un constructo terapéutico y un agente quimioterapéutico o radioterapéutico son
entregados en una célula diana o se sitian en yuxtaposicién directa con la célula diana. Para conseguir la eliminacién
celular, por ejemplo, ambos agentes se entregan a una célula en una cantidad combinada eficaz para matar la célula
o evitar que se divida.

Se puede administrar una quinureninasa antes, durante, después o en diversas combinaciones en relacién con un
tratamiento anticancer. Las administraciones pueden realizarse a intervalos que van desde simultdneamente a minutos
a dias a semanas. En las realizaciones en las que la quinureninasa se proporciona a un paciente por separado de un
agente anticancer, generalmente se garantiza que un periodo de tiempo significativo no expire entre el momento de
cada administracién, de manera que los dos compuestos todavia podrian ejercer un efecto ventajosamente combinado
en el paciente. En tales casos, se encuentra contemplado que se proporcione al paciente la quinureninasa y la terapia
anticancer separadas por aproximadamente 12 a 24 o 72 h y, més particularmente, por aproximadamente 6 a 12 h.
En algunas situaciones puede resultar deseable extender el periodo de tiempo de tratamiento significativamente, en
donde transcurran varios dias (2, 3, 4, 5, 6 0 7) a varias semanas (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8) entre las administraciones
respectivas.
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En determinadas realizaciones, un curso de tratamiento durard 1 a 90 dias o mas (este intervalo incluye los dias
intermedios). Se encuentra contemplado que pueda administrarse un agente cualquier dia entre el dia 1 y el dia 90
(este intervalo incluye los dias intermedios) o cualquier combinacién de los mismos, y se administra otro agente en
cualquier dia entre el dia 1 y el dia 90 (este intervalo incluye los dias intermedios) o cualquier combinacién de los
mismos. Dentro de un solo dia (un periodo de 24 horas), el paciente puede recibir una o varias administraciones del
agente o agentes. Ademas, después de un curso de tratamiento, se encuentra contemplado que hay un periodo de
tiempo en el que no se administre ningun tratamiento anticancer. Este periodo de tiempo puede durar 1 a 7 dias, y/o
1 a5 semanas, y/o 1 a 12 meses o més (este intervalo incluye dias intermedios), dependiendo del estado del paciente,
tal como su pronéstico, fuerza, salud, etc. Se espera que los ciclos de tratamiento se repitan seglin sea necesario.

Se pueden utilizar diversas combinaciones. Para el ejemplo siguiente, una quinureninasa es "A" y una terapia
anticancer es "B":

A/B/A B/A/B B/B/A A/A/B A/B/B B/A/A A/B/B/B B/A/B/B
B/B/B/A B/B/A/B A/A/B/B A/B/A/B A/B/B/A B/IB/AJA
B/A/B/A B/A/A/B AJAJAIB BIA/AJA AIB/IAJA AIAIBIA

La administracién de cualquier compuesto o terapia de las presentes realizaciones a un paciente seguira los protocolos
generales para la administracidén de dichos compuestos, teniendo en cuenta la toxicidad, si la hubiere, de los agentes.
Por lo tanto, en algunas realizaciones hay una etapa de seguimiento de la toxicidad que es atribuible a la terapia de
combinacion.

A. Quimioterapia

Se puede utilizar una amplia variedad de agentes quimioterapéuticos segln las presentes realizaciones. El término
"quimioterapia" se refiere a la utilizacion de medicamentos para tratar el céncer. La expresion "agente
quimioterapéutico” se utiliza para connotar un compuesto o composicién que se administra en el tratamiento del
cancer. Estos agentes o farmacos se categorizan por su modo de actividad dentro de una célula, por ejemplo, siy en
qué etapa afectan al ciclo celular. Alternativamente, un agente puede caracterizarse basandose en su capacidad para
entrecruzar directamente el ADN, para intercalarse en el ADN, o para inducir aberraciones cromosémicas y mitéticas
al afectar la sintesis de acidos nucleicos.

Entre los ejemplos de agentes quimioterapéuticos se incluyen agentes alquilantes, tales como tiotepa y ciclofosfamida;
alquilsulfonatos, tales como busulfan, improsulfan y piposulfan; aziridinas, tales como benzodopa, carboquona,
meturedopa y uredopa; etilenaminas y metilamelaminas, incluyendo altretamina, trietilenmelamina,
trietilenfosforamida, ftrietilenotiofosforamida y trimetilolomelamina; acetogeninas (especialmente bullatacina y
bullatacinona); una camptotecina (incluyendo el analogo sintético topotecan); briostatina; calistatina; CC-1065
(incluyendo sus anélogos sintéticos adozelesina, carzelesina y bizelesina); criptoficinas (particularmente criptoficina 1
y criptoficina 8); dolastatina; duocarmicina (incluyendo los analogos sintéticos, KW-2189 y CB1-TM1); eleuterobina;
pancratistatina; una sarcodictina; esponjistatina; mostazas de nitrégeno, tales como clorambucilo, clornafazina,
clorofosfamida, estramustina, ifosfamida, mecloretamina, éxido de mecloretamina, melfalan, novembicina, fenesterina,
prednimustina, trofosfamida y mostaza de uracilo; nitrosureas, tales como carmustina, clorozotocina, fotemustina,
lomustina, nimustina y ranimustina; antibiticos, tales como los antibidticos enediina (por ejemplo, caliqueamicina,
especialmente caliqueamicina gamma | y caliqueamicina omega I1); dinemicina, incluyendo dinemicina A,
bisfosfonatos, tales como clodronato; una esperamicina; asi como croméforo de neocarzinostatina y cromoproteinas
enediina relacionadas, aclacinomicinas, actinomicina, autrarnicina, azaserina, bleomicinas, cactinomicina, carabicina,
carminomicina, carzinofilina, cromomicina, dactinomicina, daunorubicina, detorubicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina,
doxorubicina (incluyendo  morfolino-doxorubicina, ciano-morfolino-doxorubicina,  2-pirrolino-doxorubicina vy
desoxidoxorubicina), epirubicina, esorubicina, idarubicina, marcelomicina, mitomicinas, tales como mitomicina C, acido
micofenédlico, nogalarnicina, olivomicinas, peplomicina, potfiromicina, puromicina, quelamicina, rodorubicina,
estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina, ubenimex, zinostatina y zorubicina; anti-metabolitos, tales como
metotrexato y 5-fluorouracilo (5-FU); analogos del 4cido félico, tales como denopterina, pteropterina y trimetrexato;
analogos de purina, tales como fludarabina, 6-mercaptopurina, tiopurina y tioguanina; analogos de pirimidina, tales
como ancitabina, azacitidina, 6-azauridina, carmofur, citarabina, didexouridina, doxifluridina, enocitabina y floxuridina;
andrégenos, tales como calusterona, propionato de dromostanolona, epitiostanol, mepitiostano y testolactona;
antiadrenales, tales como mitotano y trilostano; reconstituyente de acido flico, tal como éacido folinico; aceglatona;
glicésido de aldofosfamida; acido aminolevulinico; eniluracilo; amsacrina; bestrabucilo; bisantreno; edatraxato;
defofamina; decolicina; diazicuona; elformitina; acetato de elipticina; un epotildn; etoglucida; nitrato de galio;
hidroxiurea; lentinano; lonidainina; maitansinoides, tales como maitansina y ansamitocinas;, mitoguazona;
mitoxantrona; mopidanmol; nitraerina; pentostatina; fenamet; pirarubicina; losoxantrona; &cido podofilico; 2-
etilhidrazida; procarbazina, complejo de polisacaridos PSK; razoxano; rizoxina; sizofirano; espinogermanio; acido
tenuazénico; triazicuona; 2,2',2"-triclorotrietilamina; tricotecenos (especialmente toxina T-2, verracurina A, roridina Ay
anguidina); uretano; vindesina; dacarbazina; manomustina; mitobronitol;, mitolactol; pipobroman; gacitosina;
arabinésido ("Ara-C"); ciclofosfamida; taxoides, por ejemplo, paclitaxel y docetaxel; gemcitabina; 6-tioguanina;
mercaptopurina; complejos de coordinacién de platino, tales como cisplatino, oxaliplatino y carboplatino; vinblastina;
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platino; etopdsido (VP-16), ifosfamida; mitoxantrona; vincristina; vinorelbina; novantrona; tenipésido; edatrexato;
daunomicina; aminopterina; xeloda; ibandronato; irinotecén (p. ej., CPT-11); inhibidor de topoisomerasa RFS 2000;
difluorometilomithina (DMFO); retinoides, tales como &cido retinoico; capecitabina; carboplatino, procarbazina,
plicomicina, gemcitabina, navelbina, inhibidores de la proteina farnesil-transferasa, transplatino y sales, acidos o
derivados farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los anteriores.

B. Radioterapia

Entre otros factores que causan dafio al ADN y que se han utilizado ampliamente se incluyen lo que se conoce
comUnmente como rayos y, rayos X y/o la administracién dirigida de is6topos radioactivos a las células tumorales.
También se encuentran contempladas otras formas de factores dafiinos para el ADN, tales como microondas,
irradiacion de haz de protones (patentes US n.° 5.760.395 y n.° 4.870.287) y la irradiacién UV. Es muy probable que
todos estos factores afecten una amplia gama de dafios en el ADN, en los precursores del ADN, en la replicacion y
reparacién del ADN, y en el ensamblaje y mantenimiento de los cromosomas. Los intervalos de dosis para las
radiografias varian desde dosis diarias de 50 a 200 roentgens durante periodos prolongados de tiempo (3 a 4
semanas), hasta dosis Unicas de 2000 a 6000 roentgens. Los intervalos de dosis de los isétopos radioactivos varian
ampliamente y dependen de la vida media del isétopo, la potencia y el tipo de radiaciéon emitida y la incorporacién por
las células neopléasicas.

C. Inmunoterapia

El experto en la materia entendera que las inmunoterapias pueden utilizarse en combinacién o conjuntamente con los
métodos de las realizaciones. En el contexto del tratamiento del cancer, los inmunoterapéuticos, en general se basan
en la utilizacion de células y moléculas efectoras inmunitarias para reconocer y destruir las células cancerosas. El
rituximab (RITUXAN®) es un ejemplo de ello. Los inhibidores de puntos de control, tales como, por ejemplo, ipilumimab,
son otro ejemplo de ellos. El efector inmunitario puede ser, por ejemplo, un anticuerpo especifico para algun marcador
en la superficie de una célula tumoral. El anticuerpo por si solo puede servir como un efector de la terapia o puede
reclutar otras células para que estas provoquen la destruccién celular. El anticuerpo también puede conjugarse con
un farmaco o toxina (quimioterapéutico, radionucleido, cadena A de la ricina, toxina del célera, toxina de la tosferina,
etc.) y servir simplemente como un agente de direccionamiento. Alternativamente, el efector puede ser un linfocito que
lleva una molécula de superficie que interactla, ya sea directa o indirectamente, con una diana celular tumoral. Entre
las diversas células efectoras se incluyen las células T citotoxicas y las células NK.

En un aspecto de inmunoterapia, la célula tumoral debe llevar algin marcador que sea susceptible de ser
seleccionado, es decir, que no esta presente en la mayoria de las demas células. Existen muchos marcadores
tumorales y cualquiera de ellos puede resultar adecuado para el direccionamiento en el contexto de presentes las
realizaciones. Entre los marcadores tumorales comunes se incluyen CD20, antigeno carcinoembrionario, tirosinasa
(p97), gp68, TAG-72, HMFG, antigeno de Lewis sialilo, MicA, MucB, PLAP, receptor de laminina, erb B y p155. Un
aspecto alternativo de inmunoterapia es combinar los efectos anticAncer con los efectos inmunoestimuladores.
También existen moléculas inmunoestimuladoras, incluyendo: citoquinas, tales como IL-2, IL-4, IL-12, GM-CSF,
gamma-IFN; quimioquinas, tales como MIP-1, MCP-1, IL-8, y factores de crecimiento, tales como el ligando FLT3.

Son ejemplos de inmunoterapias actualmente en investigacion o en uso los adyuvantes inmunitarios, p. e€j,
Mycobacterium bovis, Plasmodium falciparum, dinitroclorobenceno y compuestos arométicos (patentes
US n.° 5.801.005y n.°5.739.169; Hui y Hashimoto, 1998; Christodoulides et a/., 1998); terapia de citoquinas, p. €],
los interferones a, By vy, IL-1, GM-CSF y TNF (Bukowski et al., 1998; Davidson et al., 1998; Hellstrand et al., 1998); la
terapia génica, p. ej, TNF, IL-1, IL-2 y p53 (Qin et &/, 1998; Austin-Ward y Villaseca, 1998; patentes US n.°
5.830.880y n.°5.846.945); y anticuerpos monoclonales, p. ej., anti-CD20, anti-gangliésido GM2 y anti-p185
(Hollander, 2012; Hanibuchi et al., 1998; patente US n.© 5.824.311). Se contempla que puedan utilizarse una o méas
terapias anticancer con las terapias de anticuerpos descritas en la presente memoria.

D. Cirugia

Aproximadamente el 60 % de las personas con céncer se someteran a cirugia de algun tipo, que incluye cirugia
preventiva, diagndstica o de estadificacién, curativa y paliativa. La cirugia curativa incluye la reseccién en la que se
extrae fisicamente, se extirpa y/o se destruye fisicamente todo o parte del tejido canceroso y se puede usar junto con
otras terapias, tales como el tratamiento de las presentes realizaciones, quimioterapia, radioterapia, terapia hormonal,
terapia génica, inmunoterapia y/o terapias alternativas. La reseccién tumoral se refiere a la extirpacién fisica de por lo
menos parte de un tumor. Ademés de la reseccién tumoral, el tratamiento quirdrgico incluye cirugia laser, criocirugia,
electrocirugia y cirugia controlada microscépicamente (cirugia de Mohs).

Al extirpar parte o la totalidad de las células, tejidos o tumores cancerosos, se puede formar una cavidad en el cuerpo.
El tratamiento se puede conseguir mediante perfusién, inyeccién directa o aplicacion local en la zona de una terapia
anticancer adicional. Dicho tratamiento puede repetirse, por ejemplo, cada 1, 2, 3,4, 5,6 0 7 dias, 0 cada 1,2, 3,4y
5semanasocada 1,2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11 0 12 meses. Estos tratamientos también pueden ser de dosis variables.
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E. Otros agentes

Se encuentra contemplado que puedan utilizarse otros agentes en combinacién con determinados aspectos de las
presentes realizaciones a fin de mejorar la eficacia terapéutica del tratamiento. Entre estos agentes adicionales se
incluyen agentes que afectan la regulacién positiva de los receptores de superficie celular y las uniones GAP, agentes
citostéticos y de diferenciacion, inhibidores de la adhesion celular, agentes que incrementan la sensibilidad de las
células hiperproliferativas a los inductores apoptéticos, u otros agentes bioldgicos. Los incrementos en la sefializacién
intercelular al incrementar el nimero de uniones GAP incrementarian los efectos antihiperproliferativos en la poblacién
celular hiperproliferativa vecina. En otras realizaciones, los agentes citostéticos o de diferenciacién se pueden utilizar
en combinacién con determinados aspectos de las presentes realizaciones a fin de mejorar la eficacia
antihiperproliferativa de los tratamientos. Se encuentran contemplados inhibidores de la adhesién celular para mejorar
la eficacia de las presentes realizaciones. Son ejemplos de inhibidores de la adhesién celular los inhibidores de la
quinasa de adhesién focal (FAK, por sus siglas en inglés) y la lovastatina. Se encuentra adicionalmente contemplado
que otros agentes que incrementan la sensibilidad de una célula hiperproliferativa a la apoptosis, tales como el
anticuerpo ¢225, puedan ser utilizados en combinacién con determinados aspectos de las presentes realizaciones a
fin de mejorar la eficacia del tratamiento.

XI. Kits

Se dan a conocer, a modo de referencia, kits, tales como kits terapéuticos. Por ejemplo, un kit puede incluir una o mas
composiciones farmacéuticas tal como se describen en la presente memoria y opcionalmente instrucciones para la
utilizaciéon de las mismas. Los kits pueden comprender, ademas, uno o mas dispositivos para llevar a cabo la
administracién de dichas composiciones. Por ejemplo, un kit de la invencién puede incluir una composicién
farmacéutica y un catéter para llevar a cabo la inyeccién intravenosa directa de la composicién en un tumor canceroso.
En otra exposicién, un kit de la invencién puede incluir ampollas precargadas de una quinureninasa, formuladas
opcionalmente como farmacéutico, o liofilizadas, para la utilizacién con un dispositivo de administracién.

Los kits pueden incluir un recipiente con una etiqueta. Entre los recipientes adecuados se incluyen, por ejemplo,
frascos, viales y tubos de ensayo. Los recipientes pueden estar formados a partir de una variedad de materiales, tales
como vidrio o plastico. El recipiente puede contener una composicién que incluya una quinureninasa que resulte eficaz
para aplicaciones terapéuticas o no terapéuticas, tal como se describe anteriormente. La etiqueta del recipiente puede
indicar que la composicién se utiliza para una terapia especifica o una aplicacién no terapéutica, y también puede
indicar instrucciones para la utilizacién in vivo o in vitro, tales como las descritas anteriormente. El kit de la invencién
comprendera tipicamente el recipiente descrito anteriormente y uno o mas recipientes que comprenden materiales
deseables desde el punto de vista comercial y del usuario, incluyendo tampones, diluyentes, filtros, agujas, jeringas e
impresos en el envase con instrucciones de utilizacion.

Ejemplos

Se incluyen los siguientes ejemplos para demostrar realizaciones preferentes de la invencion. El experto en la materia
deberia apreciar que las técnicas dadas a conocer en los ejemplos siguientes representan técnicas encontradas por
el inventor para funcionar bien en la préactica de la invencidn, y de esta manera pueden considerarse modos preferentes
para su practica. Los ejemplos referidos a materia no comprendida en las reivindicaciones se proporcionan a titulo de
referencia.

Ejemplo 1. Construccién, expresién y purificacion de quinureninasa de Pseudomonas fluorescens

Se ha construido un gen para la expresién del enzima quinureninasa de Pseudomonas fluorescens (Pf-KYNU)
mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) con extensién de solapamiento de
cuatro blogues de genes con codones optimizados disefiados con el software DNA-Works (Hoover y Lubkowski, 2002).
El gen de longitud completa incluye un sitio enzimatico de restriccién Xbal N-terminal (nucleétidos 1 a 6), un sitio de
unién ribosémica optimizado (RBS; nucledtidos 29 a 55), un coddn de inicio (nucledtidos 56 a 58), una etiqueta N-
terminal Hisg (nucleétidos 59 a 91), un gen de P-KYNU con codones optimizados para E. coli (nucleétidos 92 a 1336),
un codoén de parada (nucleétidos 1337 a 1342) y un sitio de enzima de restriccion BamH! C-terminal (nUcledtidos 1342
a 1347) (ver la SEC ID n.° 58) 1). Los sitios de enzimas de restriccién mencionados anteriormente se utilizaron para
clonar el gen ensamblado en un vector pET-28a+ (Novagen). Este constructo se utilizé entonces para transformar E.
coli BL21 (DE3) para la expresién. Se cultivaron las células a 37 °C bajo agitacién a 210 rpm en caldo Terrific Broth
(TB) con 50 mg/l de kanamicina. Se indujo la expresién al alcanzar una DO sgo~ 1,0 mediante la adicién de IPTG
(concentracién final de 0,5 mM) bajo agitacién continua durante la noche a 37 °C. Se recolectaron las células mediante
centrifugacion y se resuspendieron en tampén de lisis que consistia en fosfato sédico 50 mM, pH 7,4, NaCl 300 mM,
piridoxilfosfato (PLP) 0,5 mM, fenilmetilsulfonilfluoruro 1 mM y 1 ug/ml de ADNasa. Se llevé a cabo la lisis mediante
prensa francesa y el lisado se clarificd de particulas mediante centrifugacién a 20.000xg durante 1 h a 4 °C. Se filtrd
el sobrenadante a través de un filtro de jeringa de 5 pm y se aplicé a una columna de Ni-NTA/agarosa (Qiagen)
preequilibrada en un tampén compuesto por fosfato sédico 50 mM, NaCl 300 mM NaCl y PLP 0,1 mM, a pH 7,4.
Después de cargar el lisado en la columna, se lavé la resina con 5 volumenes de columna (VC) de fosfato sddico 50
mM, pH 7,4, NaCl 300 mM y PLP 0,1 mM con imidazol 30 mM. A continuacién, se fijé el caudal para el lavado lento
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de la columna durante la noche con 100 VC de tampén de PBS libre de endotoxinas (Corning) con PLP 0,1 mM y
TRITON® X114 al 1 % v/v. Este lavado durante la noche elimina el lipopolisacarido (LPS o endotoxina) que es un
contaminante tipico de los sistemas de expresion bacteriana. A continuacion, se eluyé el enzima lavado, en 5 VC de
PBS libre de endotoxinas con PLP 0,1 mM con imidazol 250 mM, y se enjuagd la resina con una segunda porcién de
5 VC de PBS libre de endotoxinas con PLP de 0,1 mM. En este punto, se intercambid el enzima por PBS nuevo a fin
de eliminar el imidazol, se afiadi6 glicerol al 10 % y las alicuotas se congelaron instantdneamente en nitrégeno liquido
para su almacenamiento a -80 °C. Alternativamente, se intercambid el enzima por fosfato sédico recién preparado y
estéril 100 mM, pH 8,4, tanto para eliminar el imidazol como para prepararlo para la PEGilacién (ver el Ejemplo 4). Las
purezas enzimaticas tipicamente eran >95 % segun el anélisis de SDS-PAGE y los rendimientos tipicos proporcionaron
un valor promedio aproximado de 75 mg/l de cultivo. Las cantidades de proteina se evaluaron mediante la medicién
de ABSas0nm Y Utilizando el coeficiente de extincion de enzima calculado de 63.745 M-'em™.

Ejemplo 2. Construccién génica, expresioén y purificacion de quinureninasa de Homo sapiens

Se construy6 un gen para la expresién del enzima quinureninasa de Homo sapiens (h-KYNU) mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) con extensién de solapamiento de cuatro bloques de genes con codones optimizados
disefiados con el software DNA-Works (Hoover y Lubkowski, 2002). El gen de longitud completa incluia un sitio
enzimatico de restriccion Xbal N-terminal (nucleétidos 1 a 6), un RBS optimizado (nucleétidos 28 a 60), un codén de
inicio (nucledtidos 61 a 63), una etiqueta N-terminal Hise (nucleétidos 64 a 96), un gen de h-KYNU con codones
optimizados para E. coli (nucleétidos 97 a 1488), un coddn de parada (nucleétidos 1489 a 1491) y un sitio de enzima
de restriccion BamHI C-terminal (nucleétidos 1492 a 1497) (ver la SEC ID n.® 2). Los sitios de enzimas de restriccién
mencionados anteriormente se utilizaron para clonar el gen ensamblado en un vector pET-28a+ (Novagen). Este
constructo se utilizé entonces para transformar E. coli BL21 (DE3) para la expresion. Se cultivaron las células a 37 °C
bajo agitacién a 210 rpm en caldo Terrific Broth (TB) con 50 mg/l de kanamicina. Se indujo la expresién al alcanzar
una DO o0~ 1,0 mediante la adiciéon de IPTG (concentracién final de 0,5 mM) bajo agitacién continua durante la noche
a 37 °C. Se recolectaron las células mediante centrifugacién y se resuspendieron en tampén de lisis que consistia en
fosfato sédico 50 mM, pH 7,4, NaCl 300 mM, piridoxilfosfato (PLP) 0,5 mM, fenilmetilsulfonilfluoruro 1 mM y 1 pg/ml
de ADNasa. Se llevdé a cabo la lisis mediante prensa francesa y el lisado se clarificé de particulas mediante
centrifugacién a 20.000xg durante 1 h a 4 °C. Se filtr6 el sobrenadante a través de un filtro de jeringa de 5 pm y se
aplicd a una columna de Ni-NTA/agarosa (Qiagen) preequilibrada en un tampdn compuesto por fosfato sédico 50 mM,
pH 7,4, NaCl 300 mM NaCl y PLP 0,1 mM. Después de cargar el lisado en la columna, se lavd la resina con 5
volimenes de columna (VC) de fosfato sédico 50 mM, pH 7,4, NaCl 300 mM y PLP 0,1 mM con imidazol 30 mM. A
continuacién, se fij6 el caudal para el lavado lento de la columna durante la noche con 100 VC de tampén de PBS libre
de endotoxinas (Corning) con PLP 0,1 mM y TRITON® X114 al 1 % v/v. Este lavado durante la noche elimina el
lipopolisacéarido (LPS o endotoxina) que es un contaminante tipico de los sistemas de expresiéon bacteriana. A
continuacién, se eluy6 el enzima lavado, en 5 VC de PBS libre de endotoxinas con PLP 0,1 mM con imidazol 250 mM,
y se enjuago la resina con una segunda porcién de 5 VC de PBS libre de endotoxinas con PLP 0,1 mM. En este punto,
se intercambié el enzima por PBS nuevo a fin de eliminar el imidazol, se afiadié glicerol al 10 % y las alicuotas se
congelaron instantaneamente en nitrégeno liquido para su almacenamiento a -80 °C. Alternativamente, se intercambié
el enzima por fosfato sédico recién preparado y estéril 100 mM, pH 8,4, tanto para eliminar el imidazol como para
prepararlo para la PEGilacion (ver el Ejemplo 4). Las purezas enziméticas tipicamente eran >95 % segun el analisis
de SDS-PAGE vy los rendimientos tipicos proporcionaron un valor promedio aproximado de 20 mg/l de cultivo liquido.
Las cantidades de proteina se evaluaron mediante la medicién de ABS2s0nm Y Utilizando el coeficiente de extincién de
enzima calculado de 76.040 M-'cm-.

Ejemplo 3. Construccién génica, expresioén y purificacion de quinureninasa de Mus musculus

Se construy6 un gen para la expresién del enzima quinureninasa de Mus musculus (m-KYNU) mediante la reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR) con extensién de solapamiento de tres bloques de genes con codones optimizados
disefiados con el software DNA-Works (Hoover et al., 2002). El gen de longitud completa incluia un sitio enzimatico
de restriccién Xbal N-terminal (nucleétidos 1 a 6), un RBS optimizado (nucleétidos 29 a 58), un codén de inicio
(nucleétidos 59 a 61), una etiqueta N-terminal Hiss (nucledtidos 62 a 94), un gen de m-KYNU con codones optimizados
para E. coli (nucleétidos 95 a 1483), un codédn de parada (nucleétidos 1489 a 1486) y un sitio de enzima de restriccion
BamH/ C-terminal (nucleétidos 1487 a 1492) (ver la SEC ID n.° 3). Los sitios de enzimas de restriccibn mencionados
anteriormente se utilizaron para clonar el gen ensamblado en un vector pET-28a+ (Novagen). Este constructo se utilizé
entonces para transformar E. coli BL21 (DE3) para la expresion. Se cultivaron las células a 37 °C bajo agitacién a 210
rpm en caldo Terrific Broth (TB) con 50 mg/l de kanamicina. Se indujo la expresién al alcanzar una DO g0~ 1,0 mediante
la adicién de IPTG 0,5 mM y continud durante la noche a 37 °C. Se recolectaron las células mediante centrifugacion y
se resuspendieron en tampén de lisis que consistia en fosfato sédico 50 mM, pH 7,4, NaCl 300 mM, piridoxilfosfato
(PLP) 0,5 mM, fenilmetilsulfonilfluoruro 1 mM y 1 ug/ml de ADNasa. Se llevé a cabo la lisis mediante prensa francesa
y el lisado se clarificd de particulas mediante centrifugacién a 20.000xg durante 1 h a 4 °C. Se filtr6 el sobrenadante a
través de un filtro de jeringa de 5 pm y se aplicé a una columna de Ni-NTA/agarosa (Qiagen) preequilibrada en un
tampdn compuesto por fosfato sédico 50 mM, pH 7,4, NaCl 300 mM NaCly PLP 0,1 mM. Después de cargar el lisado
en la columna, se lavd la resina con 5 volimenes de columna (VC) de fosfato sddico 50 mM, pH 7,4, NaCl 300 mM y
PLP 0,1 mM con imidazol 30 mM. A continuacién, se fijé el caudal para el lavado lento durante la noche con 100 VC
de tampén de PBS libre de endotoxinas (Corning) con PLP 0,1 mM y TRITON® X114 al 1 % v/v. Este lavado durante
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la noche elimina el lipopolisacarido (LPS o endotoxina) que es un contaminante tipico de los sistemas de expresion
bacteriana. A continuacion, se eluyé el enzima lavado, en 5 VC de PBS libre de endotoxinas con PLP 0,1 mM con
imidazol 250 mM, y se enjuagd la resina con una segunda porcién de 5 VC de PBS libre de endotoxinas con PLP 0,1
mM. En este punto, se intercambié el enzima por PBS nuevo a fin de eliminar el imidazol, se afiadi6 glicerol al 10 % y
las alicuotas se congelaron instantdneamente en nitrégeno liquido para su almacenamiento a -80 °C.

Ejemplo 4. Preparacién farmacoldégica de quinureninasa de Pseudomonas fluorescens

Para mejorar el tiempo de circulacién del enzima in vivo, se incrementd el radio hidrodinamico de los enzimas KYNU
mediante funcionalizacién de los grupos reactivos de superficie en la proteina mediante conjugacién con PEG. En una
realizacién, P-KYNU fue funcionalizado mediante reaccién de residuos lisina superficiales con metoxil-PEG
succinimidil-carbonato 5000 PM (NANOCS). El enzima purificada libre de endotoxinas se intercambié completamente
por tampén de fosfato sdédico 100 mM recién preparado, pH 8,4, y se concentré a 10 mg/ml. La solucién resultante se
afiadié directamente a un exceso molar 100:1 de reactivo PEG sélido y se dej6 reaccionar a temperatura ambiente
durante 1 h (FIG. 1). EI PEG no reaccionado se eliminé de la solucién mediante un intercambio completo por tampén
en PBS nuevo libre de endotoxinas, en un dispositivo de filtracion centrifuga con corte de 100 kDa (AMICON®). La
masa molecular aparente de enzima se verific6 entonces en una columna de HPLC de exclusion por tamafio
(Phenomenex) en PBS. Se utilizé una solucién patrén de peso molecular (PM) de BioRad para generar una curva
patrén y los tiempos de retencién enzimética se compararon con los patrones de proteinas. Basandose en la curva
patrén, el enzima no PEGilado presenta una masa aparente de 40 kDa, que es cercana a la de la masa de un
mondémero de PFKYNU. Se observd que la versidon PEGilada del enzima presentaba una masa aparente de 1.300
kDa, es decir, sustancialmente mayor que la del enzima no modificado. Los niveles de endotoxinas se cuantificaron
utilizando el kit de ensayo cinético cromogénico de endotoxinas Chromo-LAL (Associates of Cape Cod, Inc.). El enzima
lavado de la manera descrita anteriormente dio lugar tipicamente a niveles de endotoxina de 0,19+0,07 UE/mg de Pf-
KYNU purificado.

Ejemplo 5. Preparacién farmacoldgica de quinureninasa de Homo sapiens

Para mejorar el tiempo de residencia circulatoria del enzima in vivo, se incrementd el radio hidrodinamico de h-KYNU
mediante funcionalizacién de los grupos reactivos de superficie en la proteina mediante conjugacién con PEG. En una
realizacién, se funcionalizé h-KYNU mediante la reaccién de los residuos de lisina superficiales con metoxil-PEG
succinimidil-carbonato 5000 PM (NANOCS). El enzima purificada libre de endotoxinas se intercambié completamente
por tampén de fosfato sdédico 100 mM recién preparado, pH 8,4, y se concentré a 10 mg/ml. La solucién resultante se
afiadié directamente a un exceso molar 100:1 de reactivo PEG sélido y se dej6 reaccionar a temperatura ambiente
durante 1 h. EI PEG no reaccionado se eliminé de la solucién mediante un intercambio de tampdn completo en PBS
nuevo y libre de endotoxinas en un dispositivo de filtracion centrifuga de corte de 100 kDa (AMICON®). La masa
molecular aparente de enzima se determind mediante una columna de HPLC de exclusién por tamafio (Phenomenex)
equilibrada con PBS y tiempos de retencién en comparacién con una solucioén patrén de PM (BioRad). Los niveles de
endotoxinas se cuantificaron utilizando el kit de ensayo cinético cromogénico de endotoxinas Chromo-LAL (Associates
of Cape Cod, Inc.).

Ejemplo 6. Ensayo para medir parémetros cinéticos de la quinureninasa

Los parametros cinéticos de PFKYNU y A-KYNU, asi como de sus versiones PEGiladas, descritas en los Ejemplos 4
y 5, se cuantificaron mediante un ensayo espectrofotométrico, en el que se monitorizé la desintegracién en la
absorbancia méxima del sustrato enzimatico, L-quinurenina, en funcién del tiempo. Las soluciones de L-quinurenina
se prepararon en un tampén de PBS, pH 7,4, para obtener concentraciones finales comprendidas entre 8 uM y 250
WM. L-quinurenina presenta un coeficiente de extincién de 4.500 M'em™ con una Amaximo @ 365 nm mientras que los
productos de la reaccién de quinureninasa, acido L-antranilico y L-alanina, no absorben apreciablemente a 365 nm.
Las reacciones se iniciaron mediante la adicién y mezcla rapida de soluciones enzimaticas (~20 nM final) con las
soluciones de sustrato y siguiendo la pérdida de sustrato KYN a 25 °C mediante la medicion de la Abssss nm €n el
tiempo. Los datos resultantes fueron procesados y ajustados a la ecuacién de Michaelis-Menten para determinar las
constantes cinéticas. La cinética del enzima PEGilado P-KYNU se midié de manera idéntica. Para el enzima no
PEGilado, kea/Km=1,0x10% M-'s -1, y para la forma PEGilada, kgatoe/ Km=1,3x10% M-'s !, Los parametros cinéticos para la
hidrélisis del acido 3-hidroxi-L-quinurénico también se determinaron tal como se describe en la presente memoria.

Ejemplo 7. Estabilidad in vitro de la quinureninasa

Para medir la estabilidad in vitro de PF-KYNU, se afiadié el enzima al tampé6n de PBS o al suero humano agrupado a
una concentracién final de 10 uM y se incubd a 37 °C. Se extrajeron porciones de 10 pl, en cada uno de los puntos
temporales y se afiadieron a 990 pl de una solucién 250 uM de L-quinurenina/PBS. La velocidad inicial de reaccién se
siguié mediante la medicién de la caida de la absorbancia a 365 nm a lo largo del tiempo tal como se describe en el
Ejemplo 3. La estabilidad enzimética se determiné mediante comparacién de la tasa inicial de catélisis de L-
quinurenina en cada punto de tiempo y comparandola con la tasa en el tiempo=0. Los datos resultantes se
representaron graficamente como % de actividad vs. tiempo y se ajustaron a una ecuacién exponencial para

25



2D

ES 2 987 380 T3

determinar la semivida (T1). Se encontré que el enzima Pf-KYNU presentaba una T4,=34,3 horas en PBS y una
T12=2,4 horas en suero humano agrupado (FIG. 2).

Ejemplo 8. Ensayo para cuantificar los niveles de quinurenina y triptéfano in vivo

Los niveles in vivo de L-quinurenina, triptéfano, acido quinureninico, 3-hidroxi-L-quinurenina y acido L-antranilico (uno
de los productos de la catalisis por quinureninasa) fueron cuantificados y seguidos mediante HPLC. Tras la necropsia
de los ratones, se extrajeron muestras de sangre, tumor, bazo e higado. Las muestras de sangre se centrifugaron para
separar la sangre entera respecto del suero. Las muestras de tejido en primer lugar se homogeneizaron y después se
centrifugaron para eliminar la parte sélida. A cada parte liquida se afiadié una parte 1:10 v/v de acido tricloroacético al
100 % para precipitar las macromoléculas. Se separaron los sélidos nuevamente mediante centrifugacién y los
sobrenadantes se pasaron a través de un filtro de jeringa de 0,45 pm. Los sobrenadantes tratados se aplicaron
directamente en un HPLC (Shimadzu) y se separaron en una columna analitica estandar C-18 utilizando un gradiente
partiendo de 0 % de solucién B a 100 % de solucién B donde la solucién A es H>O + 4cido trifluoroacético al 0,1 % y
la solucién B es acetonitrilo + acido trifluoroacético al 0,1 %. El intervalo de absorbancia total de 190 nm a 900 nm se
recolecté continuamente para el seguimiento de todas las moléculas posibles y se realizd una espectroscopia de
fluorescencia (Ex=365 nm, Em=480 nm) simultdneamente para seguir especificamente los niveles de quinurenina. Se
determinaron las concentraciones y los tiempos de retencién utilizando soluciones patrén preparadas con las
moléculas puras (Sigma).

Ejemplo 9. Eficacia de PEG-Pf-KYNU en el modelo de melanoma B16 autdlogo en ratones

Cada uno de los ratones B6-WT (n=20) fue inoculado con 2,5x10° células de melanoma murino B16 mediante
inyeccién subcutédnea en el flanco. Después de permitir que los tumores se establecieran durante 10 dias (media
tumoral=20 mm?), los ratones se dividieron en dos grupos de n=10 cada uno. El grupo de control seguidamente se
traté con 20 mg/kg de PEG-PF-KYNU inactivado por calor mediante inyeccidn intratumoral cada tres dias hasta que
los tumores alcanzaron un tamafio de 350 mm?. El grupo experimental fue tratado de manera idéntica excepto con 20
mg/kg de PEG-Pf-KYNU activo mediante inyeccién intratumoral cada tres dias hasta que los tumores alcanzaron un
punto final de tamafio de 350 mm? . Las tasas de crecimiento de los tumores de melanoma B16 se retrasaron
significativamente en el grupo de tratamiento administrado PEG-Pf-KYNU activo en comparacién con el grupo PEG-
P-KYNU inactivado térmicamente y tratado idénticamente (FIG. 3), resultando en una extensién significativa de la vida
util (FIG. 4). Los linfocitos aislados de los grupos control y de tratamiento experimental fueron evaluados con paneles
de anticuerpos (es decir, anti-CD45, CD4, Nk1.1, CD25, FoxP3, CD8, granzima B, IFNy, CTLA4, CD11c, CD11b,
F4/80, GR-1 y Ly6-C) que revelaron que la poblacién de células T reguladoras CD4* CD25* FoxP3* circulantes era
significativamente menor en el grupo tratado con PEG-PF-KYNU (4,8+0,8 % vs. 8,6+0,8 %). Ademas, la poblacién de
células T CD8" infiltrantes de tumor que expresan granzima B e interferdn y fue significativamente mayor en ratones
tratados con enzima activo (26+£19 % vs. 4+2 %) (figs. 5SA y B).

Ejemplo 10. Proteinas de fusién de quinureninasa-scFv para el reconocimiento tumoral

En algunos aspectos, la presente invencién contempla, ademés, polipéptidos que comprenden la quinureninasa
bacteriana o de mamifero modificada ligada a una secuencia de aminoacidos heteréloga. Por ejemplo, la
quinureninasa nativa o modificada puede estar unida a un anticuerpo de fragmento variable de cadena Unica (scFv)
que se une a antigenos tumorales especificos de superficie celular. En esta realizacién, una proteina de fusién de
scFv-quinureninasa con la porcién scFv de la proteina que presenta afinidad especifica para un antigeno tumoral
conocido, preferentemente un antigeno especifico tumoral que se internaliza a una velocidad mas lenta, p. ej., MUC-
1, permitiria que la porcién quinureninasa de la proteina de fusién se administrara en la célula tumoral y degradara
KYN. Un ejemplo seria una proteina de fusién de scFv-quinureninasa donde la porcién scFv reconoce y se une al
receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2, por sus siglas en inglés) que esta regulado
positivamente en determinados tipos de cancer de mama.

En la presente realizacién, una proteina de fusién nativa o modificada de quinureninasa-anti-HER2-scFv actuaria
reconociendo y concentrando la quinureninasa directamente en la superficie del tumor y actuaria degradando la KYN
producida por el mismo.

Ejemplo 11. Proteinas de fusién quinureninasa-scFv anti-CTLA4

En algunos aspectos, la presente invencién contempla, ademés, polipéptidos que comprenden la quinureninasa
bacteriana o de mamifero modificada unida a una secuencia de aminoéacidos heteréloga. Por ejemplo, la quinureninasa
nativa o0 modificada puede unirse a un anticuerpo de fragmento variable de cadena Unica (scFv) que se une al receptor
del antigeno 4 del linfocito T citotéxico (CTLA-4, por sus siglas en inglés), a la proteina de muerte celular programada
1 (PD-1, por sus siglas en inglés) o al ligando 1 de muerte celular programada (PD-L1, por sus siglas en inglés). El
bloqueo de CTLA-4, PD-1 o PD-L1 por un anticuerpo o fragmento de anticuerpo antagonista permite revertir la sefial
inhibitoria de las células T permitiendo que CD28 estimule la activacién de las células T. En la presente realizacion,
una proteina de fusién nativa o modificada de quinureninasa-anti-CTLA4-, anti-PD-1- o anti-PD-L1-scFv actuaria para
eliminar tanto la sefalizacién de interaccién proteina inhibidora:proteina como la sefalizacién inhibidora de
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quinurenina. La presente realizacién de una proteina de fusién nativa o modificada de quinureninasa-scFv se esperaria
que regulase positivamente de manera potente la activacién de las células T y promoviese respuestas antitumorales
robustas.

Ejemplo 12. Constructos de receptor de antigeno quimérico para el transporte de quinureninasa a las células T

En algunos aspectos, la presente invenciéon contempla, ademas, un vector lentivirico adecuado para la transfeccion
de células T con constructos de receptores de antigeno quimérico (CAR), de tal manera que una quinureninasa
bacteriana o de mamifero modificada seria coexpresada ademas del constructo de CAR. Los constructos de CAR son
proteinas que contienen un dominio de unién de antigeno extracelular fusionado a un dominio de sefalizacién
transmembranal y citoplasmético de una cadena CD3-C y frecuentemente una molécula CD28 (Ahmed et al., 2010).
El dominio de unién a antigeno puede ser un scFv disefiado para unir un antigeno expresado por una célula tumoral,
con ejemplos de HER2 expresado por glioblastoma u osteosarcoma, CD19 o CD20 expresado por diversas neoplasias
malignas de células B, o GD2 expresado por neuroblastoma (Lipowska-Bhalla et al., 2012) o cualquier otra diana
relevante. En la presente realizacion, el vector lentivirico, que administra un constructo de CAR apropiado a un linfocito
T, ademés coexpresaria una quinureninasa bacteriana o de mamifero nativa o modificada en el citosol. La célula T
que contiene este constructo de CAR/quinureninasa presentaria la doble capacidad de 1) unirse a células tumorales
especificas y 2) degradar KYN, impidiendo la induccién de KYN de un fenotipo regulador y/o apoptosis. En otra
realizacion, una célula T expresaria un constructo de CAR que se une a un linfoma difuso de células B grandes CD19*
o CD20" coexpresando simultdneamente una quinureninasa para degradar las altas concentraciones de KYN
frecuentemente producidas por este tipo de tumor (Yoshikawa et al., 2010; De Jong et al., 2011; Yao et al., 2011).

Ejemplo 13. Seleccién genética para la actividad de quinureninasa

El aminoacido L-triptéfano (L-Trp) se sintetiza a partir del precursor derivado de pentosa, corismato, mediante
expresion de los genes biosintéticos frp. En bacterias tales como E. coli los genes biosintéticos frp estan organizados
en un operén compuesto por cinco genes: trpe, trpD, trpC, trpB y trpA. Las proteinas TrpE y TrpD son componentes
del complejo antranilato sintetasa que cataliza la primera etapa en la conversién de corismato y L-glutamina en acido
antranilico y L-glutamato. A continuacién, el &cido antranilico se convierte en L-Trp por la accién de TrpC, TrpAy TrpB.
Las células que carecen de un gen funcional de antranilato sintasa son auxotréficas para L-Trp y no pueden crecer en
medio minimo sin triptéfano. Los inventores postularon que puesto que la quinurenina puede sertransportada al citosol
de muchos organismos, las células que expresan enzimas recombinantes de L-quinureninasa que muestran una
actividad catalitica suficientemente alta deberian ser capaces de convertir la L-quinurenina citosélica en acido
antranilico y este Ultimo permite entonces la sintesis de L-Trp. Por el contrario, las células que no expresan el enzima
0 expresan variantes con baja actividad catalitica deberian mostrar un crecimiento nulo o muy lento, respectivamente,
en medio minimo con L-quinurenina.

Los mutantes por delecién de E. coli trpe y trpD se obtuvieron de Genetic Resources en Yale CGSC. Los genotipos
de cepa fueron (F-,A(araD-araB)567, AlacZ4787(::rrB-3), A-, AtrpE772::kan, rph-1, A(rhaD-rhaB)568, hsdR514) y (F-
, A(araD-araB)567, AlacZ4787(::rrB-3),A-, AtrpD771::kan, rph-1, A(rhaD-rhaB)568, hsdR514), respectivamente. Las
células se sembraron en placas con medio minimo M9. Los discos de papel de filtro empapados en L-Trp, L-Kyn, acido
antranilico o tampén se depositaron en las placas, seguido de incubacién a 37 °C. Las células de E. coli-AtrpD solo
crecieron en presencia de L-Trp, sin embargo, E. coli-AtrpE también podia crecer en presencia de acido antranilico
pero no tampén o L-Kyn, demostrando que trpC, trpA 'y trpB se expresaban, permitiendo el rescate de la auxotrofia de
L-Trp con &cido antranilico como metabolito intermedio (FIG. 6). Ademas, las células de E. coli-AtrpE transformadas
con un plasmido que albergaba el gen P-KYNU crecieron con fuerza en placas con medio minimo M9 en presencia
de L-Kyn.

Ejemplo 14. Construccién, expresién y purificacién génica de quinureninasas bacterianas que muestran alta actividad
catalitica para quinurenina e identidad respecto a la quinureninasa humana

Al igual que otras quinureninasas eucaribticas, el enzima de Homo sapiens es altamente selectivo para la hidrélisis de
quinurenina 3'-OH y presenta una actividad catalitica aproximadamente 1.000 veces inferior hacia la quinurenina.
Debido a su reducida actividad catalitica hacia la quinurenina, el enzima humano no resulta adecuado con fines
terapéuticos. La administracion de PKYNU PEGilado (Ejemplo 9), Mu-KYNU (Ejemplos 22 y 23), o Cp-KYNU
(Ejemplo 17) (todos los cuales muestran alta actividad catalitica hacia quinurenina en lugar de 3'-OH quinurenina)
resulté en un retraso del crecimiento tumoral, tal como se muestra en el Ejemplo 9 (FIG. 3). Sin embargo, la
administracién de quinureninasa humana PEGilada a dosis similares o superiores no presenté ningun efecto sobre el
crecimiento de tumores de melanoma B16 (n=4). Sin embargo, tal como se muestra en el Ejemplo 20, la ingenieria de
h-KYNU puede mejorar la actividad de degradacién de L-quinurenina del enzima humano. Estas variantes de h-KYNU
disefladas pueden dar lugar a un retraso del crecimiento tumoral, tal como se observa con PF-KYNU PEGilado (Ejemplo
9), Mu-KYNU (Ejemplos 22 y 23) y Cp-KYNU (Ejemplo 17).

El P-KYNU muestra una baja identidad de secuencia respecto a su contraparte humana (identidad de aminoécidos

del 24 %). Debido a su baja identidad de secuencia respecto a la proteina humana, P~KYNU puede inducir respuestas
inmunitarias adversas en pacientes, asi como la produccién de anticuerpos neutralizantes. Por lo tanto, es importante
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identificar enzimas quinureninasas que muestran alta actividad catalitica y selectividad hacia quinurenina y que
presentan un mayor grado de identidad de aminoécidos respecto a la quinureninasa de Homo sapiens . Los inventores
han identificado una serie de enzimas bacterianos que muestran una identidad de aminoacidos >38 % respecto a la
quinureninasa de Homo sapiens y también presentan una alta actividad de hidrélisis de quinurenina. Las secuencias
de estos enzimas se proporcionan como SEC ID n.° 13 a n.° 52. El porcentaje de identidad de estos enzimas en
comparacion con la quinureninasa de Homo sapiens se proporciona en la Tabla 1. A modo de ejemplo representativo,
se construyé un gen para la expresidén de el enzima quinureninasa de Mucilaginibacter paludis (Mu-KYNU) (SEC ID
n.° 33) mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de extensiéon de solapamiento de dos bloques
genéticos de codones optimizados utilizando el software DNA-Works (Hoover y Lubkowski, 2002). El gen de longitud
completa incluye un sitio de enzima de restriccién Nco/ N-terminal, un RBS optimizado, una etiqueta Hisg N-terminal,
el gen Mu-KYNU de codones optimizados para E. coli, un coddn de parada y un sitio de enzimas de restriccion EcoRl
C-terminal. Los sitios de enzimas de restriccibn mencionados anteriormente se utilizaron para clonar el gen
ensamblado en un vector pET-28a+ (Novagen). Este constructo se utilizé6 entonces para transformar E. coli BL21
(DE3) para la expresion. Se cultivaron las células a 37 °C bajo agitacién a 210 rpm en caldo Terrific Broth (TB) con 50
mg/l de kanamicina. Se indujo la expresién al alcanzar una DO g0~ 1,0 mediante la adicién de IPTG (concentracion
final de 0,5 mM) bajo agitaciéon continua durante la noche a 37 °C. Se recolectaron las células mediante centrifugacién
y se resuspendieron en tampoén de lisis que consistia en fosfato sédico 50 mM, pH 7,4, NaCl 300 mM, piridoxilfosfato
(PLP) 0,5 mM, fenilmetilsulfonilfluoruro 1 mM y 1 ug/ml de ADNasa. Se llevé a cabo la lisis mediante prensa francesa
y el lisado se clarificd de particulas mediante centrifugacién a 20.000xg durante 1 h a 4 °C. Se filtr6 el sobrenadante a
través de un filtro de jeringa de 5 um y se aplicé a una columna de Ni-NTA/agarosa (Qiagen) preequilibrada en un
tampdn compuesto por fosfato sédico 50 mM, pH 7,4, NaCl 300 mM NaCly PLP 0,1 mM. Después de cargar el lisado
en la columna, se lavd la resina con 5 volimenes de columna (VC) de fosfato sddico 50 mM, pH 7,4, NaCl 300 mM y
PLP 0,1 mM con imidazol 30 mM. El enzima lavado se eluy6é en 5 VC de PBS con PLP de 0,1 mM con imidazol 250
mM. En este punto, se intercambié el enzima por PBS nuevo para eliminar el imidazol, se afiadié glicerol al 10 % y se
congelaron instantdneamente alicuotas en nitrégeno liquido para su almacenamiento a -80 °C. La pureza de los
enzimas tipicamente eran >95 % segun el anélisis de SDS-PAGE vy los rendimientos tipicos mostraron un promedio
aproximado de 75 mg/l de cultivo. Las cantidades de proteina se evaluaron mediante la medicién de ABS2so nm ¥
utilizando el coeficiente de extincién de enzima calculado de 78.185 M-'ecm™.

Tabla 1. Porcentaje de identidad de enzimas quinureninasa eubacterianos en comparacién con la quinureninasa
de Homo sapiens

Especie SEC ID n.° % de identidad
Arenitalea lutea 13 44 1
Belliella baltica DSM 15883 14 43,3
Bizionia argentinensis 15 42,9
Candidatus Entotheonella sp. TSY2 16 449
Candidatus Koribacter versatilis Ellin345 17 43,3
Cecembia lonarensis 18 451
Clamidia pecorum PV3056/3 19 38,2
Chlamydophila caviae GPIC 20 40,8
Corallococcus coralloides DSM 2259 21 43
Cyclobacterium marinum DSM 74 22 44,5
Cystobacter fuscus 23 43,5
Echinicola viethamensis DSM 17526 24 44 5
Bacteria Flavobacteria BBFL7 25 43,4
Flexibacter litoralis DSM 6794 26 475
Formosa sp. AK20 27 457
Fulvivirga imtechensis 28 471
Kangiella aquimarina 29 441
Kangiella koreensis DSM 16069 30 443
Lacinutrix sp. 5H 3-7-4 31 442
Mariniradius saccharolyticus 32 44,5
Mucilaginibacter paludis 33 43,9
Myroides odoratimimus 34 42,2
Myxococcus fulvus HW-1 35 44,5
Myxococcus stipitatus DSM 14675 36 44 4
Myxococcus xanthus DK 1622 37 451
Nafulsella turpanensis 38 48,2
Niastella coreensis GR20-10 39 44 8
Nonlabens dokdonensis DSW-6 40 44
Pedobacter agri 41 441
Pedobacter sp. BAL39 42 421
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(continuacién)

Especie SEC ID n.° % de identidad
Pedobacter sp. V48 43 441
Rhodonellum psychrophilum 44 454
Salinispora arenicola 45 39,1
Saprospira grandis str. Lewin 46 43,2
Stigmatella aurantiaca DW4/3-1 47 42,5
Xanthomonas axonopodis 48 42
Psychroflexus gondwanensis 49 44
Lewinella cohaerens 50 456
Lewinella persica 51 449
Pontibacter roseus 52 44 8

Ejemplo 15. Pardmetros cinéticos de la quinureninasa de Mucilaginibacter paludis (MU-KYNU)

Los parametros cinéticos de Mu-KYNU se cuantificaron mediante un ensayo espectrofotométrico, en el que se siguid
la caida de la absorbancia méaxima del sustrato enziméatico, L-quinurenina, en funcién del tiempo. Las soluciones de
L-quinurenina se prepararon en un tampén de PBS, pH 7,4, para obtener concentraciones finales comprendidas entre
16 UM y 500 uM. L-quinurenina presenta un coeficiente de extincion de 4.500 M-'cm™ con una Amaxima @ 365 nm
mientras que los productos de la reaccién de quinureninasa, é&cido L-antranilico y L-alanina, no absorben
apreciablemente a 365 nm. Las reacciones se iniciaron mediante la adicién y mezcla rapida de soluciones enzimaticas
(concentracion final ~20 nM) con las soluciones de sustrato y siguiendo la pérdida de sustrato a 25 °C mediante la
medicion de la Absszes nm €n el tiempo. Los datos resultantes se procesaron y ajustaron a la ecuacién de Michaelis-
Menten para determinar las constantes cinéticas. Se determiné que Mu-KYNU presentaba un Kgato/ Km=1,2x10% M-"s"1,

Ejemplo 16. Estabilidad in vitro de la quinureninasa de Mucilaginibacter paludis (MU-KYNU)

Para medir la estabilidad in vitro de PF-KYNU, se afiadié el enzima al tampé6n de PBS o al suero humano agrupado a
una concentracién final de 10 uM y se incubd a 37 °C. Se extrajeron porciones de 10 pl, en cada uno de los puntos
temporales y se afiadieron a 990 pl de una solucién 250 uM de L-quinurenina/PBS. La velocidad inicial de reaccién se
siguié mediante la medicién de la caida de la absorbancia a 365 nm a lo largo del tiempo tal como se describe en el
Ejemplo 3. La estabilidad enzimética se determiné mediante comparacién de la tasa inicial de catélisis de L-
quinurenina en cada punto de tiempo y comparandola con la tasa en el tiempo=0. Los datos resultantes se
representaron graficamente como porcentaje de actividad vs. tiempo y se ajustaron a un modelo de caida bifasico
(Stone et al., 2010) para determinar las semividas (T1.2). La actividad del enzima Mu-KYNU en PBS se encontré que
presentaba una 'T42=6 h con una amplitud de 74 % de actividad restante y una semivida posterior de ?T42=150 h
(FIG. 7). Se determind que la estabilidad del enzima Mu-KYNU en suero humano agrupado presentaba una 'T12=5 h
con una amplitud de 30 % de actividad restante y una °T+12=73 h (FIG. 7).

Ejemplo 17. Construccién génica, expresion y purificacién de quinureninasa de Chlamydophila pecorum

Un gen para la expresién del enzima quinureninasa de Chlamydophila pecorum (Cp-KYNU) se sintetizé utilizando
bloques génicos con codones optimizados para E. coli. El gen de longitud completa incluia un sitio enzimatico de
restriccidn Nco/ N-terminal (nucleétidos 1 a 6), un coddn de inicio (nucleétidos 3 a 5), una etiqueta Hisg N-terminal
(nucleétidos 6 a 35), un gen de Cp-KYNU con codones optimizados para E. coli (nucleétidos 36 a 1295), un codén de
parada (nucleétidos 1296 a 1298) y un sitio de enzima de restriccién EcoR| C-terminal (nucleétidos 1299 a 1304) (SEC
ID n.° 53). Los sitios de enzimas de restriccidon mencionados anteriormente se utilizaron para clonar el gen ensamblado
en un vector pET-28a+ (Novagen). A continuacidn, se utilizd este constructo para transformar E. coli BL21 (DE3) para
la expresién. Se cultivaron las células a 37 °C bajo agitacién a 210 rpm en caldo Terrific Broth (TB) con 50 mg/l de
kanamicina. Se indujo la expresion al alcanzar una DO g~ 1,0 mediante la adicién de IPTG (concentracién final de
0,5 mM) bajo agitacién continua durante la noche a 16 °C. Se recolectaron las células mediante centrifugacién y se
resuspendieron en tampédn de lisis que consistia en fosfato sddico 50 mM, pH 7,4, NaCl 300 mM, piridoxilfosfato (PLP)
0,5 mM, fenilmetilsulfonilfluoruro 1 mM y 1 ug/ml de ADNasa. Se llevé a cabo la lisis mediante prensa francesa y el
lisado se clarificé de particulas mediante centrifugaciéon a 20.000xg durante 1 h a 4 °C. Se filtré el sobrenadante a
través de un filtro de jeringa de 5 pm y se aplicé a una columna de Ni-NTA/agarosa (Qiagen) preequilibrada en un
tampdn compuesto por fosfato sédico 50 mM, pH 7,4, NaCl 300 mM NaCly PLP 0,1 mM. Después de cargar el lisado
en la columna, se lavé la resina con 10 volimenes de columna (VC) de fosfato sédico 50 mM, pH 7,4, NaCl 300 mM
y PLP 0,1 mM con imidazol 30 mM. El enzima lavado seguidamente se eluyd en 5 VC de PBS que contenia PLP 0,1
mM e imidazol 250 mM. Se intercambié por tampdn el enzima eluido con PBS nuevo a fin de eliminar el imidazol, se
afladio glicerol al 10 % y las alicuotas se congelaron instantaneamente en nitrégeno liquido para el almacenamiento
a-80°C.

Ejemplo 18. Pardmetros cinéticos de la quinureninasa de Chlamydophila pecorum (CP-KYNU)
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Los parametros cinéticos de Cp-KYNU (SEC ID n.° 57) se cuantificaron mediante un ensayo espectrofotométrico, en
el que se siguid la caida de la absorbancia maxima del sustrato enzimético, L-quinurenina, en funcién del tiempo. Las
soluciones de L-quinurenina se prepararon en un tampén de PBS, pH 7,4, para obtener concentraciones finales
comprendidas entre 16 UM y 500 uM. L-quinurenina presenta un coeficiente de extincién de 4.500 M-'cm™ con una
Amaximo @ 365 nm mientras que los productos de la reaccién de quinureninasa, antranilato y L-alanina, no absorben
apreciablemente a 365 nm. Las reacciones se iniciaron mediante la adicién y mezcla rapida de soluciones enzimaticas
(concentracion final de 200 nM) con las soluciones de sustrato y siguiendo la pérdida de sustrato a 25 °C mediante la
medicion de la Absszes nm €n el tiempo. Los datos resultantes se procesaron y ajustaron a la ecuacién de Michaelis-
Menten para determinar las constantes cinéticas. Se determiné que Cp-KYNU presentaba un Kgato/ Knv=3x104 M-'s -1,

Ejemplo 19. Preparacién farmacolbgica de quinureninasa de Mucilaginibacter paludis

Para mejorar el tiempo de circulacién del enzima in vivo, se incrementé el radio hidrodindmico de Mu-KYNU mediante
funcionalizacién de los grupos reactivos de superficie en la proteina mediante conjugacién con PEG. En una
realizacién, se PEGIl6 Mu-KYNU mediante la reaccién de los residuos de lisina superficiales con metoxil-PEG
succinimidil-carbonato 5000 PM (NANOCS). Se determiné que Mu-KYNU purificado contenia niveles muy bajos de
endotoxinas (<20 UE/mg) tal como se describe a continuacidén. Se intercambié a fondo por tampén en tampén de
fosfato sédico recién preparado 100 mM, pH 8,4, y se concentrd hasta una concentracién superior a 1 mg/ml. La
solucién resultante se afiadidé directamente a un exceso molar 100:1 de reactivo PEG sélido y se dej6é reaccionar a
temperatura ambiente durante 1 h bajo agitacién. El PEG no reaccionado se eliminé de la solucién mediante un
intercambio a fondo por tampén en PBS nuevo libre de endotoxinas, en un dispositivo de filtracién centrifuga con corte
de 100 kDa (Amicon). La masa molecular aparente de el enzima se verificé seguidamente en una columna de HPLC
de exclusién por tamafio (Phenomenex) en PBS utilizando una solucién patrén de PM de BioRad para generar una
curva patrén, y los tiempos de retencién de enzimas se compararon con los de los patrones de proteina. Los niveles
de endotoxinas se cuantificaron utilizando el kit de ensayo cinético cromogénico de endotoxinas Chromo-LAL
(Associates of Cape Cod, Inc.).

Ejemplo 20. Degradacién mejorada de la L-quinurenina en una variante de quinureninasa humana modificada

El enzima h-KYNU es altamente selectiva hacia la hidrélisis de la 3'-OH-quinurenina y presenta una actividad catalitica
aproximadamente 1.000 veces menor hacia la L-quinurenina. Debido a su reducida actividad catalitica hacia la L-
quinurenina, el enzima humano de tipo salvaje no resulta adecuado para fines terapéuticos. Para disefiar una actividad
de degradacién mejorada de L-quinurenina en h-KYNU, se construy6 una biblioteca de mutagénesis de saturacién
mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de extensién de solapamiento con el gen A-KYNU y un par de
oligonucleétidos disefiados para introducir mutaciones del codén correspondiente al aminoécido F306. F306 se
localiza dentro del sitio activo de h-KYNU, donde aparentemente desempefia un papel en la unién al sustrato. La
biblioteca de saturacién F306 se examind para actividad utilizando el ensayo en placa de microtitulacion de
quinureninasa del Ejemplo 6. Méas de una docena de clones mostraron una actividad significativamente mayor que la
de h-KYNU de tipo salvaje y fueron seleccionados para su posterior analisis. La secuenciacién de estos clones revel6
que dos sustituciones de aminoacidos en la posicién F306 resultaban en una actividad de degradacién incrementada
de la L-quinurenina, a saber, h-KYNU-F306M (SEC ID n.° 55) y h-KYNU-F306L (SEC ID n.° 56). A continuacién, se
purificaron estas variantes a homogeneidad y un andlisis cinético detallado revel6 un aumento de 2 y 5 veces
en Kea/ Kw para L-quinurenina para h-KYNU-F306M y h-KYNU-F306L, respectivamente, en comparacion con A-KYNU
de tipo salvaje.

Para mejorar adicionalmente la actividad de degradacién de la L-quinurenina en A-KYNU, se construyeron una serie
de bibliotecas mediante métodos de PCR propensos a errores de todo el gen h-KYNU o mediante mutagénesis de
saturacién dirigida a oligonucleétidos de los codones correspondientes a posiciones de aminoacidos que fueron
seleccionados en analisis estructurales y filogenéticos (Cole y Gaucher, 2011) que potencialmente contribuyen a una
mayor actividad y/o selectividad de sustrato. Entre esas posiciones se incluyen los residuos H41, L59, F71, A98, A99,
G101, H102, 1110, G112, M120, K121, D122, 1131, N135, A136, T138, H142, F148, F149, K157, 8167, A171, Q175,
Q229, N232, G248, F249, E259, W272, 8274, A282, 1285, G287, A288, P300, V303, F306, L320, L322, 8332, N333,
P334, L337, V339, T404, 1405, S408 y A436. Estas bibliotecas fueron analizadas en un procedimiento de dos etapas.
En primer lugar, después de la construccién de cada biblioteca, los pldsmidos resultantes se transformaron en células
de E. coli-AtrpE y se sembraron en placas con medio minimo M9 en presencia de L-Kyn para seleccionar las variantes
que permitian el rescate de la auxotrofia de L-Trp en esta cepa, tal como se describe en el Ejemplo 13. En segundo
lugar, se seleccionaron las colonias de crecimiento més grandes y seguidamente se evaluaron para la actividad
catalitica utilizando un ensayo en placa de microtitulacién de quinureninasa, tal como se describe en el Ejemplo 6. Los
clones que mostraban una actividad aparente mayor que los controles fueron secuenciados para identificar
mutaciones, y seguidamente se purificaron hasta alcanzar practicamente la homogeneidad, tal como se describe en
el Ejemplo 2 y se evaluaron en detalle para sus pardmetros cinéticos de estado estacionario. Este enfoque produjo
numerosas variantes con mejoras significativas en la catalisis de L-Kyn en comparacién con h-KYNU de tipo salvaje
(WT, por sus siglas en inglés). La Tabla 2 muestra las variantes A-KYNU con una mejora =2 veces de koal/Ku.
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Tabla 2. Cinética de las variantes h-KYNU que muestran 22 veces mayor Kea/ Km que h-KYNU WT

SEC ID n.° | Variante Keatl K (87 Factor de
TmM-1) cambio
respecto a WT
8 WT h-KYNU 0,1 -
58 A436T 1.4 14
59 A99F/G112A/F3068Y/V339A/1405L/S408N 0,2 2
60 A99I/1131V/F249W 0,4 4
61 A99I/1131V/F249W/E259P 0,6 6
62 A99I/1131V/F249W/E259P/F306L 0,9 9
63 A99S/F306L 1,7 17
64 A99S/F306L/A436T 2,4 24
65 A99S/T138S/F306L/A436T 1,9 19
66 A99V/G112A/F306Y/L337V/1405L/S408N 2,1 21
67 A99V/G112A/F306Y/L337V/V3391/1405F/S408N 1,4 14
68 A99V/G112A/F306Y/V339A/1405L/S408N 1,9 19
69 A99V/G112A/T138S/V339A/1405F 1,3 13
70 F3061/L337V/V339I/1405F/S408T 1,7 17
71 F71L/A99I/E259P 0,9 9
72 F71L/A991/1131V/E259P/A282P 0,2 2
73 F71L/A991/1131V/E259P/V303 S 0,3 3
74 F71L/A991/1131V/F249W/L322P 1,1 11
75 F71L/E259P/L322P 0,5 5
76 F71L/F249W/E259P/V303S 0,2 2
77 G112A/F306Y/L337V/I1405L 2,0 20
78 G112A/F306Y/V339M/1405L 1,6 16
79 G112A/F306Y/V339S/1405L 1,5 15
80 G1128/F306L/V339T/S408T 1,6 16
81 G1128/F306Y/V339T/1405L 1,2 12
82 1110L 0,2 2
83 [110L/F306L 0,6 6
84 1131M/F249W/S274G 0,8 8
85 1131V/F249W 0,4 4
86 T138S 0,3 3
87 L59M/G1128/F306Y/V339A/1405L/S408N 0,6 6
88 H41R/Q175L/A436T 0,4 4
89 T138S/A436T 0,3 3
90 F71L/A99I/G112A/T138S/F306Y/L337V/V3391/14 1,4 14
05L/S408N/A436T
91 F308Y 0,2 2
92 F71L/A991/S167T/E259P 0,9 9
93 A99I/G112A/F306Y/1405L/S408N/A436T 1,2 12

Ejemplo 21. Comparacién de las terapias PF-KYNU, anti-PD1 y anti-CTLA-4 en el modelo de melanoma B16 autélogo
en ratones

La quinureninasa de Pseudomonas fluorescens PEGilada (Pf-KYNU-PEG) fue evaluada en el modelo de ratén de
melanoma B16 en una comparacién lado a lado con los anticuerpos inmunitarios de punto de control inmunitario anti-
PD1 (clon RMP1-14, BioXCell n.° BE0146) o anti-CTLA-4 (clon UC10-4F10-11, BioXCell n.° BE0032). Se implantaron
cincuenta mil células B16 en el flanco de ratones C57BL/6J (dia 0, n=8 ratones en cada grupo). Una vez se
desarrollaron tumores palpables (dia 10), los animales fueron tratados con 250 ug de anti-PD1, 100 pg de anti-CTLA-
4 (200 pg de 12 dosis segin Holmgaard et al. (2013)), 0 500 ug de PEG-PF-KYNU en los tiempos mostrados (FIG. 8).
Se utilizé como control PEG-P-KYNU inactivado por calor. La administracién de PEG-Pf-KYNU produjo un retraso
significativo del crecimiento tumoral y una supervivencia prolongada de una manera indistinguible de la observada con
los anticuerpos inhibidores de punto de control anti-PD1 o anti-CTLA-4 (FIG. 8) para PEG-PKYNU vs. enzima
inactivado o solo PBS.

Ejemplo 22. Eficacia de la terapia combinada Mu-KYNU o Pf-KYNU y anti-PD1 en el modelo de melanoma B16
autdlogo en ratones

Los enzimas pegilados (PEG-Pf-KYNU y PEG-Mu-KYNU) fueron evaluadas en aloinjertos de melanoma B16 en

combinacién con el anticuerpo inhibidor de punto de control inmunitario anti-PD1 (Curran et al., 2010). En cuatro
grupos de ratones C57BL/6J (10 por grupo) se implantaron 50.000 células B16 (Dia 0) y se permitié el desarrollo de
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tumores. Una vez se habian desarrollado tumores palpables (dia 10), los animales fueron tratados con 250 g de anti-
PD1 por inyeccién IP (clon RMP1-14, BioXCell n.° BE0146) los dias 10, 13 y 16, ya sea con o sin 500 yg de PEG-Pf-
KYNU o 500 pg de PEG-Mu-KYNU s.c. en un sitio préximo al tumor. Los ratones recibieron un total de seis dosis de
KYNU entre los dias 10 y 25. A un grupo se le administraron inyecciones de PBS i.p. como control para PD-1. El
crecimiento tumoral se deterioré drasticamente o incluso se revirtié en todos los grupos de tratamiento en comparacién
con el control de PBS (FIG. 9A). Es importante destacar que se observaron efectos aditivos con anti-PD1 en
combinacién con KYNU, lo que resulté en la remisién completa del 60 % de los tumores con el tratamiento con PEG-
P-KYNU/anti-PD1 y del 20 % de los tumores con el tratamiento con PEG-Mu-KYNU/anti-PD1 (FIG. 9B). Los gréficos
de Kaplan-Meier correspondientes se proporcionan en la FIG. 9C.

Ejemplo 23. Eficacia de las terapias de PEG-Mu-KYNU en el modelo de melanoma B16 autélogo en ratones

La quinureninasa de Mucilaginibacter paludis PEGilada (PEG-Mu-KYNU) fue evaluada en el modelo de melanoma
B16 en ratones. Los aloinjertos se iniciaron mediante implantaciéon de 50.000 células B16 en los flancos de ratones
C57BL/6J (dia 0, n=9 ratones por grupo). Una vez se habian desarrollado tumores palpables (dia 10), los animales
fueron tratados con 500 pg de PEG-Mu-KYNU mediante inyeccién subcutédnea cerca del sitio del tumor cada tres dias
para un total de 6 dosis. Se utilizé6 como control un régimen de tratamiento idéntico con PEG-Mu-KYNU inactivado por
calor. La administraciéon de PEG-Mu-KYNU resulté en el retraso del crecimiento tumoral (FIG. 10A) con una mediana
de supervivencia prolongada de 25 dias en comparacién con 22 dias para el control de PEG-Mu-KYNU inactivado por
calor (FIG. 10B).

Ejemplo 24. Desarrollo y verificacién de una seleccién genética competitiva para la actividad de quinureninasa
incrementada

Se disefié un método de seleccidn genética que utilizaba un medio de cultivo definido para permitir el aislamiento
de clones de E. coli que expresaban variantes de quinureninasa que mostraban una mayor actividad, a partir de un
gran exceso de clones que expresaban variantes menos activas de quinureninasa en bibliotecas combinatoriales. Los
medios de cultivo definidos, denominados medios M9-KYN, contenian sales minimas M9, sulfato de magnesio 2 mM,
cloruro de calcio 0,1 mM, glucosa al 2 %, IPTG 10 uM, ampicilina, quinurenina 100 uM y agua. Tal como se describe
en el Ejemplo 13, se utilizé un mutante por delecién de E. coli AtrpE para los experimentos de seleccién genética. La
cepa de E. coli AtrpE se obtuvo de Genetic Resources en Yale CGSC y presentaba el genotipo (F-, A(araD-araB)567,
Alacz4787(::rmB-3), A, AtrpE772:kan, rph-1, A(rhaD-rhaB)568, hsdR514). Las células de E.coli AfrpE que
expresaban h-KYNU, Mu-KYNU, o P-KYNU bajo el control transcripcional del promotor tac inducible con IPTG fueron
capaces de crecer en medio liquido M9-KYN, mientras que las células de E. coli AtrpE que no contenian enzima
quinureninasa no pudieron crecer en medio M9-KYN, demostrando la necesidad de enzima quinureninasa activo para
el crecimiento de las células de E. coli AtrpE en medio M9-KYN-KYN. Del mismo modo, en medio que carecia de
quinurenina, las células de E. coli AtrpE que contenian h-KYNU, Mu-KYNU o P-KYNU fueron incapaces de crecer.
Especificamente, después de la inoculacion de 10% células de E. coli AtrpE que contenian la mayor actividad de Pf-
KYNU en 25 ml de medio liquido M9-KYN a 37 °C bajo agitacién a 220 rpm, el cultivo alcanzé la saturacién a una
DOe0o=2 después de 18 horas. Por el contrario, la inoculacién del mismo nimero (10%) de células de E. coli AtrpE que
contenian Mu-KYNU (4 veces menor actividad catalitica) alcanzé la saturacién (DOgpp=2) en 18 a 24 horas. Bajo las
mismas condiciones, la inoculacién de un cultivo con el mismo nimero de células, pero que expresaba en cambio la
baja actividad de h-KYNU, alcanzé la saturacién (DOesgo=2) en > 48 horas.

Se disefié un procedimiento de seleccién genética generalizado que utilizaba medio M9-KYN para permitir el
aislamiento de variantes de quinureninasa mas activas respecto de variantes menos activas. En la seleccién genética
generalizada, se raspé un inéculo inicial de 10*-10"° células E. coli AtrpE que contenian una biblioteca de variantes
mutadas de quinureninasa de placas de agar LB + 0,1 mg/ml de ampicilina y se inoculé en 25 ml de medio M9-KYN.
El nimero de células utilizadas para el in6culo inicial habitualmente fue 10 veces el nimero estimado de variantes
para una biblioteca dada de quinureninasa. El indculo inicial se lavé 3 veces mediante peletizacién mediante
centrifugacién a 3000xg durante 5 minutos, descartando el sobrenadante, y después resuspendiendo en 1 ml de PBS
estéril, pH=7,4. Después de la inoculacién en 25 ml de medio M9-KYN, las células se cultivaron en las mismas
condiciones que las indicadas en el parrafo anterior a una DOggo>1,0 y <2,0 (cultivo de pase 1). Las células de 1 ml
de cultivo se lavaron mediante peletizacién mediante centrifugacién a 3000xg durante 5 minutos, descartando el
sobrenadante, y después se resuspendieron en 1 ml de PBS estéril, pH=7,4. Este procedimiento de lavado se repitié
3 veces. Posteriormente, se utilizé un nimero de células igual a 20 % del niUmero de células que se habian utilizado
para inocular el cultivo de pase 1, se utilizaron para inocular 25 ml de medio M9-KYN nuevo. A continuacién, se dej
que las células crecieran hasta una DOggp>1,0 y <2,0, tal como se ha indicado anteriormente. Para lo anterior y cada
ronda de pase posterior, las células de la ronda anterior equivalentes a 20 % del nimero de células que habian sido
utilizadas como indculo para el pase anterior se cultivaron en medio de seleccién hasta una DOggp>1,0 y <2,0. Se
realizaron multiples rondas de pase segln lo requerido. Se sembraron 10* células de la ronda final de seleccién en
placas de agar LB + 0,1 mg/ml de ampicilina para su posterior analisis. Por ejemplo, para una biblioteca propensa a
errores con un tamario calculado=1,0x107, el inéculo inicial utilizaria 1x108 células, y las rondas 2 a 6 seguidamente
utilizarian 2x107, 4x10% | 8x105, 1,6x10°% y 3,2x10% células de las rondas anteriores, respectivamente, y después se
sembraron 10* células de la sexta ronda de seleccidn en agar LB + 0,1 mg/ml de ampicilina para su analisis posterior.
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El procedimiento de seleccién genética anterior fue validado mediante la demostracién del enriquecimiento con éxito
de células que expresaban variantes de quinureninasa de mayor actividad a partir de un exceso de 100 o 10.000 veces
de células que expresaban variantes de quinureninasa de menor actividad. Se mezclaron 10* células de E. coli AtrpE
expresantes de PFKYNU con 102 células de E. coli AtrpE expresantes de Mu-KYNU menos activo. Estas células
habian crecido durante la noche en medio LB + 0,1 mg/ml de ampicilina, y se lavaron 3 veces mediante peletizacion
por centrifugacion a 3000xg durante 5 minutos, descartando el sobrenadante y después resuspendiendo en 1 ml de
PBS estéril, pH=7,4 antes de inocular en 25 ml de medio liquido M9-KYN y cultivando a 37°C bajo agitacién a 220 rpm
hasta una DOgp0>1,0 y <2,0. Para la segunda, tercera, cuarta, quinta y sexta rondas de seleccién, los inéculos
comprendian 2x107, 4x10° 8x105 1,6x10°5, y después 3,2x10* células lavadas del cultivo anterior, respectivamente.
Después de seis rondas de crecimiento en medio selectivo, se sembraron 10 células en placas de agar con medio
LB + 0,1 mg/ml de ampicilina y el ADN plasmidico se extrajo de 5 colonias y se sometié a secuenciacién del ADN. 4/5
plasmidos codificaban P-KYNU y 1/5 codificaban Mu-KYNU, indicando un enriquecimiento de 8000 veces. En un
experimento separado, se mezclaron 10® células de E. coli AtrpE expresantes de la variante A-KYNU
F71L/A99I/G112A/T138S/F3068Y/L337V/V3391/1405L/S408N/A436T (SEC ID n.° 90), que mostraba una actividad 14
veces mayor que h-KYNU de tipo salvaje, con 10* células de E. coli AtrpE codificantes de Mu-KYNU de tipo salvaje
(370 veces mayor actividad que h-KYNU de tipo salvaje) y se cultivaron en 25 ml de medio selectivo M9-KYN, tal como
anteriormente. Las rondas posteriores de crecimiento en medio de seleccidn utilizaron inéculos que comprendian
2x107, 4x10°, 8x10°, 1,6x10°3, y finalmente 3,2x10* células lavadas de la ronda de seleccién anterior. Después de seis
rondas de seleccidn, se sembraron 104 células en placas de agar con medio LB + 0,1 mg/ml de ampicilina y se extrajo
el ADN plasmidico de 5 colonias y se someti6 a secuenciacién del ADN. Se mostré que 5/5 plasmidos codificaban el
Mu-KYNU més activo, indicando un enriquecimiento de 10.000 veces y demostrando fuertemente la selecciéon basada
en la actividad.

Ejemplo 25. Utilizacién de la seleccién genética competitiva para aislar variantes h-KYNU con actividad de
quinureninasa altamente mejorada a partir de mutagénesis de saturacién dirigida a sitio y recombinada, o bibliotecas
de PCR propensas a errores

Para modificar adicionalmente la actividad de degradacién de L-quinurenina en h-KYNU, se construy6 una serie de
bibliotecas codificantes de enzimas mutantes mediante "barajado" de ADN (en inglés, DNA shuffling), mutagénesis de
saturacién dirigida al sitio o PCR propensa a errores. EI ADN plasmidico de estas bibliotecas se transformé en células
de E. coli AtrpE y crecié en medio selectivo M9-KYN. Después de varias rondas de seleccién por transferencia
secuencial a medio selectivo, tal como se describe en el Ejemplo 24, las células se sembraron en placas de agar con
medio LB + 0,1 mg/ml de ampicilina, se recolectaron colonias individuales y se cultivaron en placas de 96 pocillos, y
las actividades cataliticas se determinaron tal como se describe en el Ejemplo 6. Se secuenciaron los clones que
mostraban una actividad aparente mayor a fin de identificar mutaciones, y seguidamente se purificaron hasta alcanzar
practicamente la homogeneidad, tal como se describe en el Ejemplo 2, y se evaluaron en detalle para sus parametros
cinéticos de estado estacionario. Los resultados de estos esfuerzos condujeron al aislamiento de cuatro variantes con
actividad de degradacién mejorada de quinurenina (SEC ID n.° 90 a n.° 93).

Todos los métodos dados a conocer y reivindicados en la presente memoria pueden llevarse a cabo y ejecutarse sin
necesidad de experimentacidn indebida a la luz de la presente exposicién. Si bien las composiciones y métodos de la
presente invencién han sido descritos en términos de realizaciones preferentes, resultara evidente para el experto en
la materia que pueden aplicarse variaciones a los métodos y en las etapas, o en la secuencia de etapas, del método
descrito en la presente memoria.
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REIVINDICACIONES

Enzima quinureninasa humano aislado y modificado, en donde dicho enzima modificado presenta
sustituciones respecto a la quinureninasa humana nativa (ver SEC ID n.° 8), en el que las sustituciones estan
en las posiciones:

A99, F306 y A436, o

A99, G112, F3086, V339, 1405y S408, o

A99, 1131, F249, E259 y F306, o

A99y F306, o

A99, T138, F306 y A436, o

A99, G112, F306, L337, 1405y $408, o

A99, G112, F306, L337, V339, 1405y $408, o
A99, G112, F306, V339, 1405 y S408.

e e e e N e e e

(1
(2
(3
(4
(5
(6
(7
(8

Enzima seguln la reivindicacién 1, en el que las sustituciones estan por lo menos en las siguientes posiciones:

(1) A99F, G112A, F306Y, V339A, 1405L y S408N, o
(2) A99I, 1131V, F249W, E259P y F306L, 0

(3) A99S y F306L, o

(4) A99S, T138S, F306L y A436T, 0

(5) A9V, G112A, F306Y, L337V, 1405L y S408N, o

(6) A9V, G112A, F306Y, L337V, V339, 1405F y S408N, o
(7) A99V, G112A, F306Y, V339A, 1405L y S408N.

Enzima segun la reivindicacién 1 o 2, que comprende, ademas, un segmento de péptido heterélogo.

Enzima segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el enzima esta acoplado a polietilenglicol
(PEG), en particular, en donde el enzima esté acoplado a PEG mediante uno o mas residuos de Lys o Cys.

Acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos codificante del enzima segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, en particular, en donde el 4cido nucleico ha sido optimizado para los codones para la
expresion en bacterias, hongos, insectos o mamiferos.

Vector de expresién que comprende el acido nucleico segln la reivindicacién 5.

Célula huésped que comprende el acido nucleico segun la reivindicacién 5, en particular en el que la célula
huésped es una célula bacteriana, una célula fungica, una célula de insecto, o una célula de mamifero.

Formulacién farmacéutica que comprende una quinureninasa seguln la reivindicacién 1 o 2 en un portador
farmacéuticamente aceptable.

Formulacién farmacéutica segun la reivindicacién 8, en la que la quinureninasa comprende, ademas, un
segmento peptidico heterélogo.

Formulacién farmacéutica segun la reivindicacién 8 o 9, en la que la quinureninasa esta acoplada a
polietilenglicol (PEG).

Composicién que comprende una cantidad eficaz de la formulacién farmacéutica segun la reivindicaciéon 8
para la utilizacion en el tratamiento de un sujeto que presenta un tumor.

Célula T transgénica que comprende un receptor de antigeno quimérico de células T (CAR) expresado y un
enzima quinureninasa expresado segun la reivindicaciéon 1 0 2.

Composicién que comprende una cantidad eficaz de células transgénicas segun la reivindicacién 12 para la
utilizacién en el tratamiento de un sujeto que presenta un tumor.
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