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DESCRIPCION

Andlogos de FLINT resistentes a proteasas.
Antecedentes de la invencion

En los ultimos afios se han aislado varias proteinas receptoras del factor de necrosis tumoral (“proteinas TNFR”).
Se ha implicado actividad aberrante de estas proteinas en varios estados de enfermedad.

Uno de estos homdlogos de TNFR, al que se hace referencia en esta memoria como “proteina inhibidora del
ligando de FAS” o “FLINT”, se une al Ligando de FAS (FAS L), previniendo as{ la interaccién de FAS L con FAS
(véanse las solicitudes provisionales n®. Seriales 60/112.577, 60/112.933 y 60/113.407, presentadas, respectivamente,
el 17, 18 y 22 de diciembre de 1998).

La actividad intensificada de la ruta de transduccién de la sefial de FAS-Ligando de FAS estd implicada en varias
afecciones patoldgicas, incluidas apoptosis de rapto (Kondo y otros, Nature Medicine 3(4):409-513 (1997); Galle y
otros, J. Exp. Med. 182:1223-1230 (1955)), y enfermedad inflamatoria resultante de activacién neutrofilica (Miwa y
otros, Nature Medicine 4:1287 (1998).

La “apoptosis de rapto” estd a un nivel de apoptosis mayor que normal, o la apoptosis que se presenta en un
momento inapropiado. Entre las afecciones patolégicas causadas por la apoptosis de rapto estd incluidas, por ejemplo,
fallo de 6rgano en el higado, rifiones y pancreas. Entre las enfermedades inflamatorias asociadas con una activacién
excesiva de neutréfilos estan incluidas sepsis, ARDS, SIRS y MODS.

Para tratar o prevenir enfermedades o afecciones que se pueden asociar con estas interacciones de unién se pue-
den usar compuestos tales como FLINT que inhiben la unién de receptores de FAS a FAS L y LIGHT a LT®R, y/o
TR2/HVEM. La utilidad terapéutica de FLINT podria incrementarse por andlogos de FLINT que exhibieran propieda-
des farmacolégicas modificadas (por ejemplo, una potencia incrementada y/o semividas mds largas in vivo, y/o mayor
afinidad a FASL), propiedades farmacolégicas modificadas (por ejemplo, agregacién y adsorcién superficial aminora-
das, solubilidad y facilidad de formulacién mayores) y/o propiedades fisicas modificadas tales como susceptibilidad a
la proteolisis.

Sumario de la invencion

El polipéptido de FLINT experimenta proteolisis in vivo para producir al menos dos fragmentos peptidicos mayo-
res. Uno de los fragmentos esta constituido por los restos 1 a 218 de la SEQ. ID n°. 1 (alternativamente, restos 1 a 247
de la SEQ. ID n°. 3), denominado en esta memoria “metabolito de FLINT”); el otro esta constituido por los restos 219
a 271 de SEQ. ID n°. 1 (alternativamente, restos 248 a 300 de la SEQ ID n°. 3). La escision en la posicién 218 in vitro
se puede lograr cuando la FLINT nativa (SEQ ID n°. 3) o FLINT madura (SEQ ID n°. 1) se trata con una enzima del
tipo de la lisina, por ejemplo, trombina, tripsina u otra proteina de serina. Asi es probable que una proteasa de serina
sea responsable de la proteolisis in vivo de FLINT.

Estudios in vitro sugieren que el metabolito de FLINT se une a FasL con una afinidad aparente menor que FLINT.
Por tanto, la utilidad farmacéutica de FLINT podria intensificarse por un andlogo que fuera resistente a la proteolisis
en la posicién 218 o una préxima a ella. La invencién que se describe en esta memoria proporciona tales andlogos.

De acuerdo con un primer aspecto de la presente invencion, se proporciona un andlogo de FLINT que es resistente
a la proteolisis por una proteasa del tipo de tripsina entre las posiciones 218 y 219 de la SEQ ID n°. 1 y/o entre
las posiciones 247 y 248 de 1la SEQ ID n°. 3, y activa en la unién del ligando de Fas (FastL) y/o LIGHT, en el que
Arg en la posicién 218 de SEQ ID n°. 1 o la posicién 247 de SEQ ID n°. 3 estd reemplazado por Gln, andlogo que
comprende un polipéptido que tiene una identidad de como minimo 97%; alternativamente, de como minimo 98%;
aun alternativamente, de como minimo 99% con la SEQ ID n°. 1 y/o SEQ ID n°. 3.

En otra realizacidn, la presente invencién se refiere a un andlogo de FLINT de acuerdo con la realizacién anterior
en el que Arg de la posicién 34 de la SEQ ID n°. 1 o la posicién 63 de la SEQ ID n°. 3 estd reemplazado por Asn, Asp
en la posicion 36 de la SEQ ID n°. 1, o el de la posicién 65 de la SEQ ID n°. 3 estd remplazado por Thr.

Una realizacién de la presente invencion se refiere a un andlogo de FLINT de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en el que Asp de la posicidon 194 de SEQ ID n°. 1 o la posicién 223 de SEQ ID n°. 3 esta
reemplazado por Asn, Ser en la posicién 196 de la SEQ ID n°. 1 o la posicién 65 de SEQ ID n°. 3, estd reemplazado
por Thr.

En otra realizacion, la presente invencion se refiere a un andlogo de FLINT de acuerdo con una cualquiera de las
realizaciones anteriores en el que Thr de la posicién 216 de SEQ ID n°. 1 o la posicién 245 de SEQ ID n°. 3 esta
reemplazado por Pro.

Otra realizacion se refiere a un dcido nucleico que codifica un andlogo de FLINT resistente a proteasas de la
presente invencion.
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En otra realizacidn, la presente invencidn se refiere a un vector que comprende un acido nucleico que codifica
un andlogo de FLINT resistente a proteasas de la presente invencion. La presente invencidn se refiere también a una
célula recombinante hospedante que comprende el mencionado vector.

En otra realizacidn, la presente invencién se refiere a usos terapéuticos y clinicos de un andlogo de FLINT de la
presente invencion resistente a proteasas para prevenir o tratar una enfermedad o afeccién de un mamifero que necesita
tal prevencién o tratamiento.

En otra realizacion, la invencién se refiere a usos terapéuticos y clinicos de un andlogo de FINT de la presen-
te invencion resistente a proteasas para prevenir o tratar una lesién pulmonar aguda (ALI), sindrome de distensién
respiratoria aguda (ARDS) o colitis ulcerosa.

De acuerdo con otro aspecto mds de la presente invencién, se proporciona una composicion farmacéutica que
comprende un andlogo de FLINT de la presente invencidn resistente a proteasas.

Descripcion detallada de la invencion

SEQ ID n°. 1- FLINT humana madura, esto es, FLINT nativa menos la secuencia lider.

SEQ ID n°. 2- Acido nucleico/cDNA que codifica FLINT humana madura
SEQ ID n°. 3- FLINT humana nativa

SEQ Id n°. 4- Secuencia lider de FLINT humana

SEQ ID n°. 5- Cebador A de oligonucleétido, CF107

SEQ ID n°. 6- Cebador B de oligonucleétido, CF 111

SEQ ID n°. 7- Cebador C de oligonucleétido, CF112

SEQ ID n°. 8- Cebador D de oligonucleétido, CF110

SEQ ID n°. 9- Acido nucleico/cDNA que codifica FLINT humana nativa
Fig. 1.- Escisién con el tiempo de trombina de FLINT nativa y andlogo R218Q

Fig. 2.- El andlogo de FLINT R218Q inhibe la apoptosis inducida por FastL en células de Jurkat. Muestras de
FLINT purificadas de células AV12

Fig. 3 - El andlogo de FLINT R218Q purificado de células 293 EBNA inhibe la apoptosis inducida por FastL en
células de Jurkat.

Fig. 4 - El andlogo de FLINT RDDSR inhibe la apoptosis inducida por FastL en células de Jurkat

Fig. 5 - Perfil de radiactividad por RP-HPLC después de incubacion in vitro de '®I-FLINT y '*I-FLINT (R218Q)
con sangre de ratén de ICR.

Los articulos de ensayo se incubaron durante 1 h a 37°C. Se

Preparé suero y se fraccion6 por RPHPLC. Los datos se expresan como porcentaje de radiactividad por fraccién
aplicada a la columna.

Fig. 6 - Perfil de RP-HPLC de inmunorreactividad de fLINT en plasma 15 min después de administracién intrave-
nosa de FLINT, o FLINT (R218Q) a ratones ICR. Se recogieron las fracciones y se analizaron por ELISA. Los datos
son representativos de lo encontrado en cada animal individual.

Fig. 7 - Respuesta a dosis de FLINT y andlogo de FLINT en el modelo de fallo agudo de higado (ALF).

El término “andlogo” o “andlogo de FLINT” significa una FLINT variante, o fragmento de ella, resistente a la pro-
teolisis entre las posiciones 218 y 219 de la SEQ ID n°. 1 (posiciones 247 y 248 de SEQ ID n°. 3) y que preferiblemente
tiene una actividad bioldgica sustancialmente igual a la de FLINT.

El término “grupo cargado negativamente” o “aminoédcido cargado negativamente” se refiere a Asp o Glu.

El término “grupo cargado positivamente” o “aminodcido cargado positivamente” se refiere a His, Arg o Lys.
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El término “no cargado polar” o “aminodcido no cargado polar” se refiere a Cys, Thr, Ser, Gly, Asn, Gln y Tyr.
El término “no polar” o “aminodcido no polar” se refiere a Ala, Pro, Met, Leu, Ile, Val, Phe o Trp.

El término “aminoécido natural” se refiere a cualquiera de los 20 aminodcidos que se encuentran en proteinas. El
término “FLINT nativa” se refiere a la SEQ ID n°. 3.

El término “FLINT madura” se refiere a la SEQ ID n°. 1.

El término “FLINT” se refiere a FLINT nativa y madura de seres humanos, otros primates y otros mamiferos y de
fuentes de no mamiferos.

El término “semivida” se refiere al tiempo requerido para que aproximadamente 50% de las moléculas de FLINT
o andlogo de FLINT sean escindidas proteoliticamente entre las posiciones 218 y 219 de la SEQ ID n°. 1, in vitro y/o
in vivo, seglin se determina por cualquier medio adecuado.

El término “resistente a proteasas” o “resistente” se refiere a un andlogo de FLINT que, cuando se compara con
FLINT o fragmento de FLINT, es mds resistente a la proteolisis entre los restos 218 y 219 de SEQ ID n°. 1. Los
andlogos resistentes a proteasas difieren de FLINT en una o mds sustituciones, supresiones, inversiones, adiciones de
aminodcidos y/o cambios en los sitios de glicosilacién, o patrones, en comparacion con o frente a FLINT nativa, o
FLINT madura u otro fragmento de FLINT. Preferiblemente estos cambios se producen en la regién de aproximada-
mente la posicidn 214 a la posicién 222 de la SEQ ID n®. 1.

El término “resistente a proteasas” contempla grados de resistencia a la proteolisis en la posicién 218, desde
resistencia completa a resistencia parcial. Asi, un andlogo “‘sustancialmente resistente” presenta un grado de resistencia
a la proteolisis en la posicidn 218, por ejemplo, con una semivida que como minimo es aproximadamente 25% mayor
que la de FLINT nativa cuando se trata o expone a una proteasa adecuada. Preferiblemente, un andlogo de FLINT
sustancialmente resistente tiene una semivida de resistencia a proteasas que como minimo es aproximadamente 2
veces mayor que la de FLINT nativa.

La susceptibilidad a la proteolisis dependerad de factores tales como la secuencia de aminodcidos en el sitio de
escisién, o préximo a él, y/o el sitio de reconocimiento de la enzima proteolitica particular implicada, y del medio
fisico y quimico del andlogo particular en consideracion. Tales factores pueden afectar a la Ky y/o la velocidad de
proteolisis por una enzima proteolitica.

Se han investigado los sitios de reconocimiento de proteasas de serina, incluida trombina. La trombina escindira
en multiples sitios, incluido LVPR/ y sitios relacionados con LVPR, por ejemplo, VDPR/ asi como otros. La densidad
de carga y las propiedades estéricas operativas en un sitio activo de al enzima determinaran el gardo en que se produce
la proteolisis. Asi, la presente invencién contempla andlogos de FLINT resistentes a proteasas que comprenden una o
mads sustituciones, supresiones o adiciones de aminoacidos dentro de una ventana delimitada por los residuos 215 a 218
de la SEQ ID n°. 1. Tales andlogos los construye facilmente un experto en la técnica usando técnicas recombinantes
conocidas y ensayables in vitro en cuanto a resistencia a la proteolisis en la posicién 218. Se pretende que todas estas
realizaciones estén en el dmbito de la presente invencion.

Resistencia a proteasas, tal como se contempla en este contexto, se refiere a la sensibilidad de un andlogo de FLINT
a la proteolisis en la posicién 218, in vivo o in vitro. Por ejemplo, la resistencia de un andlogo a una proteasa de tipo
tripsina, tal como trombina o tripsina, u otra proteasas de serina, se compara con la resistencia que presenta FLINT
en las mismas condiciones. Se prefiere que un andlogo de FLINT presente una semivida de como minimo 5% mayor
que FLINT, alternativamente como minimo 10%, 20%, 30%, 40% o entre 50% a 100% mayor que el tipo salvaje de
FLINT, determinada por la cantidad relativa de moléculas de longitud entera a productos de digestion menores (por
ejemplo, fragmentos 1-218 y 219-271 de SEQ ID n°. 1). Se puede usar cualquier procedimiento adecuado para hacer
una estimacion cualitativa y/o cuantitativa de las mencionadas cantidades relativas, por ejemplo, electroforesis en gel
de poliacrilamida. Muy preferiblemente, un andlogo resistente tiene una semivida que es de aproximadamente 1 a 2-
veces mayor que la de FLINT a aproximadamente 100 veces o mas que la de FLINT.

“Fragmento de ella” se refiere a un fragmento, pieza o subregién de un acido nucleico de FLINT o una molécula
de proteina, o andlogo de la presente invencion, tal que el fragmento comprende 5 o mas aminoacidos, o 10 o mas
nucledtidos, que son contiguos en la proteina madre o la molécula de dcido nucleico.

El término “proteina de fusién” denota una molécula de proteina hibrida no encontrada en la naturaleza que com-
prende una fusién translacional o fusién enzimdtica en la que dos o mds proteinas diferentes o fragmentos de ellas
estdn unidas covalentemente en una cadena individual de polipéptido.

“Fragmento funcional” o “fragmento funcionalmente equivalente”, tal como se usa en esta memoria, se refiere a
una region o fragmento de una proteina de longitud entera de la presente invencion que es capaz de proporcionar una
actividad bioldgica sustancialmente similar a la actividad bioldgica de una proteina de longitud entera de la presente
invencion, in vivo y/o in vitro, esto es, la capacidad de inhibir apoptosis. Se pueden producir fragmentos funcionales
por tecnologia de clonacidén, o como los productos naturales de mecanismos de ajuste alternativos.

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2291197 T3

“Célula hospedante” se refiere a cualquier célula eucaridtica o procariética que es adecuada para propagar y/o ex-
presar un gen clonado o un dcido nucleico contenido en un vector que se introduce en la mencionada célula hospedante
mediante, por ejemplo, transformacidn o transfeccién o similarmente.

El término “hibridacion”, tal como se usa en este contexto, se refiere a un proceso en el que una molécula de 4cido
nucleico de cadena simple se une con una cadena complementaria mediante emparejamiento con una base nucleotidica.
“Hibridacién selectiva” se refiere a hibridacidon en condiciones de alta rigurosidad. El grado de hibridaciéon depende
del grado de homologia, la rigurosidad de hibridacién y la longitud de las cadenas de hibridacién.

“Compuesto de acido nucleico aislado” se refiere a cualquier secuencia de RNA o DNA, construida o sintetizada,
que estd situada en sitio diferente de su situacion natural.

El término “rigurosidad” ase refiere a las condiciones de hibridacién. Las condiciones de alta rigurosidad desfa-
vorecen el emparejamiento de base no homdlogo. Las condiciones de baja rigurosidad tienen el efecto opuesto. La
rigurosidad se puede alterar, por ejemplo, con la temperatura y la concentracion salina.

Las condiciones de “baja rigurosidad” comprenden por ejemplo, una temperatura de aproximadamente 37°C o
menos, una concentraciéon de formamida de menos de aproximadamente 50% y una concentracién de sal de moderada
a baja (SSC); o, alternativamente, una temperatura de aproximadamente 50°C o menos y una concentracién de sal de
moderada a alta (SSPE), por ejemplo, NaCl 1 M.

Las condiciones de “alta rigurosidad” son bien conocidas por los expertos en la técnica y pueden comprender, por
ejemplo, una temperatura de aproximadamente 42°C o menos, una concentracién de formamida de menos de aproxi-
madamente 20%, y una concentracién baja de sal (SSC); o, alternativamente, una temperatura de aproximadamente
65°C o menos y una concentracién baja de sal (SSPE). Por ejemplo, las condiciones de hibridacién de alta riguro-
sidad comprenden hibridacion en NaHPO, 0,5M, 7% de dodecilsulfato sédico (SDS), EDTA 1 mM a 65°C (Véase,
por ejemplo, Ausubel, EM. y otros, Current Protocols in Molecular Biology, vol. 1, 1989; Green Inc., New York, a
2.10.3).

“SSC” comprende una solucién de hibridacién y lavado. Una solucién de acopio 20X SSC contiene cloruro sédico
3M, citrato sédico 0,3M, pH 7,0.

“SSPE” comprende una solucién de hibridacién y lavado. Una solucién 1X SSPE contiene NaCl 180 mM, Na,HPO,
0,9 mM y EDTA 1 mM, pH 74.

La expresion “sustancialmente pura” usada en referencia a un péptido o proteina significa que el mencionado
péptido o proteina se separa de una fraccién grande de todas las otras moléculas celulares o no celulares, incluidas otras
moléculas de proteina. Una preparacién sustancialmente pura tendria como minimo una pureza de aproximadamente
85%; preferiblemente de como minimo aproximadamente 95%. Por ejemplo, una proteina ‘“sustancialmente pura”
como se describe en este contexto podria prepararse por el procedimiento IMAC de preparacién de proteinas.

El término “vector”, usado en este contexto, se refiere a un compuesto de dcido nucleico usado para introducir DNA
exdgeno o endégeno en células hospedantes. Un vector comprende una secuencia nucleotidica que puede codificar
una o mas moléculas de proteina. Los plasmidos, c6smidos, virus y bacteriéfagos, en el estado natural o que han sido
sometidos a ingenieria recombinante, son ejemplos de vectores comtinmente usados.

Las abreviaturas de nucledtidos y aminodcidos empleadas en esta memoria son las aceptadas en la técnica y por la
Oficina de Patentes y Marcas de EE. UU, como se expone en 37 C.F-R. 1.822 (b) (2).

Las descripciones que se refieren a proteolisis de FLINT y andlogos de FLINT entre las posiciones 218 y 219 de
SEQ ID n°. 1 (FLINT madura) se emplean como relacionadas también con SEQ ID n°. 3 (FLINT nativa con lider),
estando las regiones comparables entre las posiciones 247 y 248.

Los solicitantes han descubierto que los polipéptidos de FLINT se escinden entre el resto de arginina en la posicion
218 y el resto de alanina en la posicién 219 de SEQ ID n°. 1, probablemente por una proteasa de tipo tripsina.
Un producto de escision de esta reacciéon comprende los restos 1-218 de SEQ ID n°.1, denominado “metabolito de
FLINT”. El metabolito de FLINT se puede producir in vitro tratando un polipéptido de FLINT con una proteasa de
tipo tripsina, por ejemplo, trombina, tripsina u otra proteasa de serina.

Un procedimiento para producir andlogos de un polipéptido de FLINT que son resistentes a la proteolisis entre las
posiciones 218 y 219 de SEQ ID n°. 1 y que retienen actividad bioldgica se describe en este documento. La actividad
biolégica se refiere a la capacidad de un andlogo para unirse a FasL y/o LIGHT y puede incluir una inhibicién de la
apoptosis in vivo y/o in vitro.

Otra realizacion de la presente invencion se refiere a andlogos de un polipéptido de FLINT que son resistentes a la
proteolisis entre las posiciones 218 y 219 de SEQ ID n°. 1 y que retienen actividad bioldgica. La actividad bioldgica
se refiere a la capacidad de un andlogo para unirse a FasL y/o LIGHT y puede incluir una inhibicién de la apoptosis in
vivo ylo in vitro.
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Los andlogos de FLINT preferidos proporcionan una semivida de como minimo 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, o entre
50% y 100% mayor que FLINT, determinada por la relacién con el tiempo de FLINT de longitud entera a productos
de digestiéon que comprenden metabolito de FLINT y el fragmento de carboxilo (esto des, restos 219-271 de SEQ ID
n°. 1); muy preferiblemente un andlogo de FLINT tiene una semivida de como minimo 2 a 100 veces o mas la de
FLINT.

Los andlogos de FLINT comprenden uno o varios cambios estructurales primarios o secundarios, por ejemplo,
sustituciones, supresiones, inversiones, adiciones o cambios de los sitios de glicosilacién o patrones y/o combinaciones
de ellos que previenen o disminuyen la proteolisis y/o la velocidad a la que transcurre, entre las posiciones 217 y 218
de SEQ ID n°. 1. Como lo comprende un experto en la técnica, los restos en un sitio de reconocimiento o en su
proximidad pueden afectar también a la susceptibilidad de la proteina sustrato a la proteolisis por alterar el medio de
carga en el sitio activo y/o crear alteraciones por impedimento estérico en la regién del sitio activo.

Por tanto, la invencién contempla andlogos de FLINT que comprenden cambios de aminoacidos en FLINT, pre-
feriblemente en la regién desde aproximadamente la posicién 214 a la posicién 222 de SEQ ID n°. 1 o la regién
comparable de SEQ ID n°. 3, siendo los mencionados andlogos resistentes a la proteolisis en la posicién 218 de SEQ
IDn° 1.

También se contemplan los andlogos de FLINT resistentes a proteasas que contemplan sustituciones, supresiones,
inserciones, inversiones, adiciones o cambios en los sitios o patrones de glicosilacién que se producen fuera de la ven-
tana preferida que comprende restos desde 214 a 222 de la SEQ ID n°. 1. Como lo entiende el experto en la técnica,
muchas sustituciones y/u otros cambios en la secuencia o estructura de una proteina pueden hacerse sin afectar sustan-
cialmente a la actividad bioldgica de la proteina. Por ejemplo, haciendo sustituciones conservadoras de aminoacidos
o cambiando un aminodcido por otro de la misma clase de aminodcidos, por ejemplo, restos cargados negativamente,
restos cargados positivamente, restos polares no cargados y restos no polares, o cualquier otra clasificacién aceptable
en la técnica, frecuentemente no se afecta la funcion. Tales cambios quedan dentro del &mbito de la presente invencion.

En una realizacién, dentro de esta region se hace un cambio de un aminodcido; alternativamente, dentro de es-
ta regién se hacen al menos dos cambios; alternativamente, dentro de esta regién se hacen al menos tres cambios;
alternativamente, dentro de esta region se hacen al menos cuatro cambios.

En una realizacion, la invencidn se refiere a polipéptidos de andlogos de FLINT y 4cidos nucleicos que se definen
con referencia a una similitud porcentual de analogia con las SEQ ID n°. 1, SEQ ID n°. 2 y/o SEQ ID n°. 3. Identidad de
secuencia se refiere a una comparacion entre dos moléculas usando algoritmos estdndar bien conocidos en la técnica.
Aunque para este fin se puede usar un algoritmo de comparacién de cualquier secuencia adecuada, esta ilustracion se
describird, a fines ilustrativos, con referencia al algoritmo de Smith-Waterman, bien conocido, usando la SEQ ID n°. 1
como secuencia de referencia para definir la identidad porcentual con una secuencia de comparacién. Cuando se usa
identidad de secuencia con referencia a un polipéptido, en la comparacién se puede usar el polipéptido entero o una
subregion de él bien definida.

La eleccién de los valores de los pardmetros para ajustes, desajustes e inserciones o supresiones es arbitraria. Un
conjunto de valores preferido para uso con el algoritmo de Smith-Waterman se presenta en el enfoque de “segmentos de
similitud maxima”, que usa valores de 1 para un resto ajustado y de -1/3 para un resto no ajustado. (Véase Waterman,
Bulletin of Mathematical Biology , 46, 473-500, 1984). Las inserciones y supresiones se ponderan como sigue:

Xy=1+k/3

en la que k es el nimero de restos en una insercién o supresion dada.

Por ejemplo, una secuencia comparativa que tiene 20 sustituciones y 3 inserciones en relacién a una secuencia de
proteina de referencia que tiene 250 restos tendria una identidad de:

[(1 x 250) — (1/3 x 20) — (1 + 3/3)] ~ 96% de identidad.

Los andlogos de FLINT de la presente invencion se pueden ensayar fadcilmente en cuanto a la actividad bioldgica
y/o sensibilidad a la proteolisis como se ha descrito en esta memoria; véanse por ejemplo los Ejemplos 11 y 12. La
actividad bioldgica se puede estimar usando modelos in vitro (véase el Ejemplo 6) o in vivo (véase el Ejemplo 9) segtin
se ha descrito.

Los andlogos de FLINT son activos en la unién de FasL y/o LIGHT. LIGHT, un miembro de la familia de FNT, es
un ligando unido a membrana que desencadena respuestas bioldgicas distintas. LIGHT puede desempeifiar un papel en
la modulacién inmune y parece que estd implicado en la entrada del virus de herpes (véase Zhai y otros, J. Clin. Invest.
102, 1142-1151, 1988; Montgomery y otros, Cell, 87, 427-436, 1996). LIGHT soluble inhibe la proliferacién de varias
células tumorales y parece que se une a los receptores LTSR y TR2 (también denominado mediador de la entrada del
virus de herpes, HVEM). LIGHT se expresa mucho en linfocitos activados y evoca modulacién inmune de células
hematopoiéticas. Por ejemplo, LIGHT estimula la secrecién de IFNy. LIGHT también induce apoptosis de células
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tumorales que expresan los receptores de LTSR y TR2/HVEM. El efecto citotéxico de LIGHT, que se intensifica por
IFNy, se puede bloquear por la adicién de LTSR-Fc soluble o TR2/HVEM-Fc.

La presente invencién se refiere ademads al uso de un andlogo de FLINT para unirse a LIGHT, inhibiendo asf la
activacion de células T. La activacion de células T es puede suprimir crénicamente cuando sea ventajoso, por ejemplo,
después de un trasplante de érgano para prevenir el rechazo, en el tratamiento de enfermedades autoinmunes y en el
tratamiento de respuestas inflamatorias sistémicas.

LIGHT se produce principalmente por linfocitos T activados. Cuando LIGHT se une a HVEM sobre la superficie
de células T, estimula la proliferacion de células T (J.A. Harrop y otros, J. Biol.. Chem. 273, 27548-27556, 1988).

Los andlogos de FLINT de la invencion se pueden producir por técnicas recombinantes o por sintesis quimica
directa. Los andlogos se pueden producir también por técnicas de mutagénesis recombinantes de DNA, bien conocidas
por los expertos. Véase, por ejemplo, K. Struhl, Reverse biochemistry: Methods and applications for synthesizing yeast
proteins in vitro, Meth. Enzymol. 194, 520-535. En un procedimiento recombinante preferido, se usa mutagénesis
dirigida al sitio para introducir cambios definidos en la region 214-222 de SEQ ID n°. 1 o la regién comparativa de
SEQ ID n°. 3.

Los andlogos de FLINT incluyen también derivados modificados de ellos en los que uno o mds grupos polietilen-
glicol (denominados en lo que sigue grupos “PEG”) estdn unidos al término N o a grupos amino o grupos tiol en la(s)
cadena(s) lateral(es) del aminodcido. Generalmente, los grupos PEG adecuados tienen un peso molecular de entre
aproximadamente 5.000 y 20.000 unidades de masa atémica. Mumtaz y Bachhawat, en Indian Journal of Biochemis-
try and Biophysics 28:346 (1991) y Francist y otros, en International Journal of Hematology 68:1 (1998) describen
procedimientos para preparar polipéptidos PEGilados.

Otra realizaciéon mds de un andlogo de FLINT es una molécula que comprende dos o mas andlogos de FLINT
modificados o no modificados, por ejemplo, un andlogo de FLINT dimerizado tal como R128Q. Se contemplan ho-
modimeros que comprenden dos subunidades de andlogo idénticas (por ejemplo, R218Q(2)) y heterodimeros que
comprenden dos subunidades de andlogo no idénticas (por ejemplo, R218Q/R34N, D36T, D194N, S196T, R218Q).
La dimerizacién se puede realizar usando el procedimiento de cadena del polimero PEG descrito por Espat y otros,
Journal of Surgical Researach 59: 153 (1995), o mediante una fusién C-terminal a un dominio que induce dimeriza-
cién, tal como un cierre de leucina, como describen O’Shea y otros, Science 254-539 (1991).

Se describen en esta memoria proteinas de fusién que comprenden un andlogo de FLINT. “Proteina de fusién”
denota una molécula de proteina hibrida que no se encuentra en la naturaleza que comprende una fusién translacional
o una fusién enzimadtica en la que dos o mds proteinas o fragmentos diferentes de ellas estdn unidas por covalencia en
una cadena individual de polipéptido. La albimina de suero humano y el dominio C-terminal de trombopoietina son
ejemplos de proteinas que podrian fusionarse con un andlogo de FLINT. En la patente EP394.827 y en las publica-
ciones de Tranecker y otros, Nature 331:84 (1988) y Fares y otros, Proced. Natl. Acad. Sci. USA 89:4304 (1192) se
describen procedimientos para preparar proteinas de fusion.

Una proteina de fusién de un andlogo de FLINT comprende dos segmentos de proteina o fragmentos de proteina
fusionados mediante un enlace peptidico. El segmento de la primera proteina esta constituido por al menos 6, 7, 8, 9,
10, 12, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 225, 250 o 275 restos de aminoacidos contiguos de
un andlogo de la presente invencion (esto es, SEQ ID n°. 1 o SEQ ID n°. 3 resistente a proteasas). Alternativamente,
la primera proteina puede ser un andlogo de longitud entera de la presente invencién y puede ser N-terminal o C-
terminal.

La segunda proteina de una proteina de fusién de un andlogo de FLINT puede ser una proteina de longitud entera
o un fragmento de proteina. Las proteinas cominmente usadas en proteinas de fusién incluyen B-galactosidasa, B-
glucoronidasa, proteina fluorescente verde (CFP), trombopoietina (TPO), glutationa-S-transferasa (GST), luciferasa,
peroxidasa de rdbano amargo y cloranfenicol acetiltransferasa (CAT). En las construcciones de proteinas de fusion se
pueden usar etiquetas de epitopos, incluidas etiquetas de histidina (His), etiquetas de FLAG, de influenza hemaggluti-
nina (HA), de Myc, de VSV-G y de tiorredoxina. Otras construcciones de fusién pueden incluir proteina de unién de
maltosa, etiqueta S, dominio de unién de DNA de Lex A, fusiones de dominio de unién de DNA de GAL 4 y fusiones
de proteina BP 16 de virus de herpes simple.

Los andlogos de FLINT de la presente invencién pueden ser glicosilados o no glicosilados. Un polipéptido gli-
cosilado se modifica con uno o mds monosacaridos u oligosacdridos. Un monosacarido es un polihidroxialcanol o
polihidroxialcanona quiral que tipicamente existe en forma de hemiacetal. Un “oligosacédrido” es un polimero de apro-
ximadamente 2 a aproximadamente 10 monosacdridos que en general estdn unidos por enlace de acetal. Un tipo de
grupo glicosilo comtinmente hallado en proteinas glicosiladas es d4cido N-acetilneuraminico. Un polipéptido glicosi-
lado puede ser N-glicosilado y/o O-glicosilado, preferiblemente, N-glicosilado.

El término “polipéptido N-glicosilado” se refiere a polipéptidos que tienen uno o mas motivos NXS/T en los que el
atomo de nitrégeno de la amida de la cadena lateral de la asparagina estd unido covalentemente a un grupo glicosilo.
“X” se refiera a cualquier resto de aminodcido natural, excepto prolina. Los “aminodcidos naturales” son glicina, ala-
nina, valina, leucina, isoleucina, prolina, serina, treonina, cisteina, metionina, lisina, arginina, acido glutdmico, acido
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aspartico, glutamina, asparagina, fenilalanina, histidina, tirosina y triptéfano. Las proteinas N-glicosiladas opcional-
mente son O-glicosilacién.

El término “polipéptido O-glicosilado” se refiere a polipéptidos que tienen una o mds serinas y/o treoninas en
los que el 4tomo de oxigeno en la cadena lateral estd unido covalentemente a un grupo glicosilo. Las proteinas O-
glicosiladas opcionalmente son N-glicosilacion.

Los poliéptidos y anédlogos glicosilados de la presente invencidn se pueden preparar recombinantemente por ex-
presioén de un gen que codifica un polipéptido en una célula hospedante mamifera adecuada, lo que da por resultado
la glicosilaciéon de amidas de cadena lateral halladas en NXT/motivos S accesibles sobre la superficie del polipép-
tido y de alcoholes de cadena lateral de serinas y treoninas accesibles de superficie. Mds adelante se proporcionan
procedimientos especificos de para expresar recombinantemente genes en células de mamiferos. Se describen otros
procedimientos para preparar proteinas glicosiladas en la patente EP 640.619 expedida a Elliot y Burn. Los polipép-
tidos no glicosilados se pueden preparar recombinantemente por expresién de un gen que codifica un polipéptido en
una célula procariética hospedante adecuada.

La presente invenciodn se refiere también a dcidos nucleicos, por ejemplo, cDNAs, DNAs o RNAs que codifican un
analogo de la presente invencién y vectores que comprenden los mencionados dcidos nucleicos. El experto sabe que
tales 4cidos nucleicos se pueden preparar sintéticamente mediante mutacion de una plantilla de 4cido nucleico que
codifica FLINT, por ejemplo, introduciendo mutaciones puntuales adecuadas en un cDNA que codifica FLINT usando
cualquiera de las técnicas mutagénicas adecuadas conocidas por los expertos para producir una proteasa resistente o
andlogo de proteasa de la presente invencion sustancialmente resistente. Alternativamente, los mencionados dcidos
nucleicos se pueden preparar sintéticamente de novo basandose en el conocimiento del cédigo genético y el andlogo
particular de SEQ ID n°. 1 o SEQ ID n°. 3 en el que se estd interesado. Puede tomarse en consideracién la preferencia
de codén cuando se disefia un dcido nucleico adecuado.

Por ejemplo, las secuencias de aminodcidos de los andlogos de la presente invencién se describen en otro lugar de
la presente solicitud y que comprenden supresiones, sustituciones y/o adiciones en la posicién 218 y su entorno de la
SEQ ID n. 1, o en otro lugar en la secuencia de FLINT. El experto sabe que el uso del cédigo genético en combinacién
con el conocimiento del uso de los codones preferidos es adecuado para describir y permitirfa la construccién de
cualquier nimero de dcidos nucleicos que codifican cualquier andlogo particular deseado. Por ejemplo, el codén que
codifica arginina en la posicién 218 de SEQ ID n°. 1 en FLINT nativa es “agg”. Uno de los andlogos de la invencién
cambia la arginina en esta posicidn en glutamina, lo que puede llevarse a cabo cambiando el codén de “agg” a “caa”
o “cag”. La eleccion de qué codon usar para cualquier aminodcido particular puede estar basada en el conocimiento
del uso de codones preferidos y/o por prueba y error considerando la expresion del andlogo. Son descriptibles otros
analogos contemplados por la invencién y utilizables de la misma manera.

Un cDNA de FLINT se puede sintetizar por RT-PCR usando técnicas convencionales. Por ejemplo, se puede
preparar PoliA RNA a partir de un tejido que se conoce que expresa el gen de FLINT (por ejemplo, pulmén humano)
usando procedimientos estandar. La sintesis de cDNA de FLINT de primera cadena se logra en una reaccién de
transcriptasa inversa usando un cebador derivado “corriente abajo” de una secuencia de FLINT. Se puede emplear un
kit disponible comercialmente, tal como GENEAMP de Perkin Elmer. En una PCR posterior, para amplificar el cDNA
se usan cebadores directo e inverso. La muestra amplificada se puede analizar por electroforesis con gel de agarosa
para comprobar la longitud del fragmento amplificado.

El cDNA de FLINT generado de esta manera se usa como plantilla para introducir mutaciones puntuales apropia-
das (esto es, construccién de cDNAs de andlogo de FLINT). Se describe detalladamente un protocolo adecuado en
Current Protocols in Molecular Biology, vol. 1, seccién 8.5.7 (John Wiley and Sons, Inc., publishers). En resumen,
se disefian oligonucledtidos sintéticos para incorporar una o mas mutacidn(es) puntual(es) en un extremo de un frag-
mento amplificado, por ejemplo, en la posicién 218 de SEQ ID n°. 1. Después de la PCR de la primera cadena, los
fragmentos amplificados que abarcan la mutacidn se anillan entre si y se extienden por sintesis mutuamente cebada.
Al anillamiento sigue una etapa de segunda PCR utilizando cebadores terminales 5’-directo y 3’-inverso en la que se
amplifica el fragmento mutagenizado y queda preparado para subclonar en el vector apropiado.

El experto sabe que la degeneracion del cédigo genético proporciona miltiples codones en algunos casos para un
aminodcido dado. Se considera que todas estas variantes de secuencias de dcidos nucleico estdn en el dmbito de la
invencion.

Usando la informacién que se proporciona en esta memoria, tal como la secuencia de aminoacidos de SEQ ID n°.
1 o la SEQ ID n°. 3, o la secuencia de nucleétidos de SEQ ID n°. 2, o variantes de ellas, se puede obtener, usando
procedimientos bien conocidos, una molécula de 4cido nucleico de la presente invencién que codifica un andlogo de
FLINT.

Las moléculas de 4cido nucleico de la presente invencion pueden estar en forma de RNA, tal como mRNA, hnRNA
o cualquier potra forma o en forma de DNA, incluido, aunque no sélo, cDNA o DNA genémico obtenido por clonacién
o producido sintéticamente, o cualquier combinacién de ellos. El DNA puede ser de cadena triple, de cadena doble
o de cadena simple, también conocida como cadena de sentido, o puede ser una cadena no codificadora, conocida
también como cadena antisentido.
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La presente invencién proporciona ademads 4cidos nucleicos aislados que codifican un andlogo de FLINT resistente
a proteasas y que hibridiza en condiciones selectivas con un polinucleétido descrito y/o contemplado en esta memoria,
por ejemplo, SEQ ID n°. 2 y/o sus derivados.

La presente invencidn proporciona ademds dcidos nucleicos aislados que comprenden polinucleétidos andlogos
de FLINT, siendo tales polinucleétidos complementarios de los polinucledtidos de la invencién. Pares de base de
secuencias complementarias en la totalidad de su longitud con tales polinucleétidos (esto es, tienen una identidad de
secuencia de 100% en toda su longitud). Las bases complementarias asocian mediante unién con hidrégeno en acidos
nucleicos de cadena doble. Por ejemplo, los siguientes pares de base son complementarios: guanina y citosina; adenina
y timina; y adenina y uracilo. (Véase, por ejemplo, Ausubel, supra, o Sambrook, supra).

Construccion de dcidos nucleicos

Los 4cidos nucleicos aislados de la presente invencién se pueden hacer usando (a) procedimientos recombinantes
estdndar, (b) técnicas de sintesis, (c) técnicas de purificacion, o combinaciones de ellas, como es bien conocido en la
técnica.

Los 4cidos nucleicos pueden comprender adecuadamente secuencias, ademds de un polinucleétido de la presente
invencion. Por ejemplo, en el 4cido nucleico se puede insertar un sitio de multiclonacién que comprende uno o mas
sitios de restriccién de endonucleasa con el fin de coadyuvar a aislar el polinucleétido. Por ejemplo, una secuencia
marcadora de hexa-histidina proporciona un medio conveniente para purificar las proteinas de la presente invencion.

Procedimientos recombinantes para construir dcidos nucleicos

Las composiciones de dcidos nucleicos aislados de esta invencidn, tales como RNA, cDNA, DNA genémico o uno
de sus hibridos, se pueden obtener de fuentes bioldgicas usando cualquiera de las metodologias de clonacién conocidas
por los expertos en la técnica. En algunas realizaciones, para identificar la secuencia deseada en una biblioteca de
cDNA o DNA genémico se usan sondas de oligonucleétidos que hibridan selectivamente, en condiciones rigurosas,
con los polinucledtidos de la presente invencién. El aislamiento de RNA y la construccién de cDNA y las bibliotecas
gendmicas son bien conocidos por los expertos corientes. (Véase, por ejemplo, Ausubel, supra; o Sambrook, supra).

Procedimientos de exploracion y aislamiento de dcidos nucleicos

Se puede explorar un cDNA o una biblioteca genémica usando una sonda basada en la secuencia de un polinucle6-
tido de la presente invencién como las discutidas en esta memoria. Se pueden usar sondas para hibridar con secuencias
de un DNA genémico o cDNA para aislar genes homélogos en el mismo organismo o en diferentes organismos. Los
expertos en la técnica apreciardn que se pueden emplear varios grados de rigurosidad de hibridacion en el ensayo; y
que el medio de hibridacion o el de lavado puede ser riguroso. A medida que las condiciones de hibridacién son mas
rigurosas, debe haber un grado de complementariedad mayor entre la sonda y la diana para que haya una formacién
duplex. El grado de rigurosidad se puede controlar por la temperatura, la fuerza iénica, el pH y la presencia de un
disolvente parcialmente desnaturalizante tal como formamida. Por ejemplo, la rigurosidad de hibridacién se cambia
convenientemente cambiando la polaridad de la solucién de reactivo mediante, por ejemplo, manipulacién de la con-
centracion de formamida dentro del intervalo de 0% a 50%. El grado de complementariedad (identidad de secuencia)
requerido para union detectable variard de acuerdo con la rigurosidad del medio de hibridacién y/o el medio de la-
vado. El grado de complementariedad éptimamente serd de 100%, pero debe entenderse que variaciones menores de
secuencia en las sondas y cebadores pueden compensarse reduciendo la rigurosidad del medio de hibridacién y/o el
de lavado.

Los procedimientos de amplificacién de RNA o DNA son bien conocidos en la técnica y se pueden usar de acuerdo
con la presente invencidn sin una experimentacion innecesaria basdndose en las ensefianzas y la gufa de la presente
memoria.

Entre los procedimientos de amplificaciéon de DNA o RNA estan incluidos, pero no son los tnicos, la reaccién
en cadena de polimerasa (PCR) y procedimientos de amplificacion afines (véase, por ejemplo, patentes U.S. n®.
4.683.195, 4.800.202, 4.800.159, 4.965.188, expedidas a Mullis y otros; 4.795.699 y 4.921. 794 expedidas a Tabor
y otros; 5.142.033 expedida a Innis; 5.122.464 expedida a Wilson y otros; 5.091.310, expedida a Innis; 5.066.584
expedida a Gyllensten y otros; 4.889.818 expedida a Gelfand y otros; 4.994.370 expedida a Silver y otros; 4.766.067
expedida a Biswas; 4.656.134 expedida a Ringold) y la amplificacién mediada de RNA que usa RNA antisentido a la
secuencia diana como plantilla para la sintesis de DNA de doble cadena. (Patente U.S. n. 5.130.238 expedida a Malek
y otros, con el nombre comercial NASBA). (Véase, por ejemplo, Ausubel, supra, o Sambrook, supra).

Por ejemplo, se puede usar la tecnologia de la reaccion en cadena de polimerasa (PCR) para amplificar las secuen-
cias de polinucledétidos de la presente invencién y genes afines directamente a partir de DNA gendmico, bibliotecas de
cDNA o DNA o RNA clonado: La PCR y otros procedimientos de amplificacidn in vitro pueden ser ttiles también pa-
ra, por ejemplo, clonar secuencias de dcidos nucleicos que codifican proteinas a expresar, para hacer dcidos nucleicos
para usarlos como sondas para detectar la presencia del mRNA deseado en muestras, para secuenciar dcidos nucleicos
o para otros fines. Se encuentran ejemplos de técnicas suficientes para dirigir personas expertas en procedimientos de
amplificacion in vitro en las publicaciones de Berger, Sambrook y Ausubel, asi como de Mullis y otros, patente U.S.
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n°. 4.683.202 (1987) e Innis y otros, PCR Protocols A Guide to Methods and Applications, Eds., Academic Press Inc.,
San Diego, CA (1990). Son conocidos en la técnica kits comerciales para amplificacién genémica por PCR. Véase,
por ejemplo, Advantage-GC Genomic PCR Kit (Clontech.). Para mejorar el rendimiento de productos largos de PCR
se puede usar la proteina 32 del gen T4 (Boehringer Mannheim).

Procedimientos de sintesis para construir dcidos nucleicos

Los 4cidos nucleicos aislados de la presente invencion también se pueden preparar por sintesis quimica directa por
procedimientos tales como el procedimiento del fosfotriéster de Narang y otos, Meth. Enzymol. 68:90-99 (1979); el
procedimiento del fosfodiéster de Brown y otros, Meth. Enzymol. 68:109-151 (1979); el procedimiento de dietilfosfo-
ramidita de Beaucage y otros, Tetra Letts. 22:1859-1862 (1981), el procedimiento de triester de fosforamidita en fase
so6lida descrito por Beaucage y Caruthers, Tetra Letts. 22(20):1859-1862 (1981), por ejemplo usando un sintetizador
automatizado, por ejemplo segin se describe en Needham-VanDevanter y otros, Nucleic. Acids Res. 12:6159-6168
(1984); y el procedimiento sobre soporte sélido de la patente U.S. n°. 4.458.066. Generalmente, la sintesis quimi-
ca produce un oligonucleétido de cadena simple que se puede convertir en DNA de cadena doble por hibridizacién
con una secuencia complementaria, o por polimerizacién con una DNA polimerasa usando la cadena simple como
plantilla. Un experto en la técnica reconocerd que, si bien la sintesis quimica de DNA puede estar limitada a secuen-
cias de aproximadamente 100 o mas bases, se pueden obtener secuencias mas largas por ligacién de secuencias mas
cortas.

La presente invencién también se refiere a vectores que incluyen moléculas de acido nucleico de la presente in-
vencion, células hospedantes que generalmente se han tratado por ingenieria genéticamente con los vectores recombi-
nantes, y la produccién de andlogos de FLINT, como se conoce bien en la técnica. (Véase, por ejemplo, Sambrook y
otros, 1989; Ausubel y otros, 1987-1998).

“Vector” se refiere a un compuesto de dcido nucleico usado para introducir dcido nucleico exégeno o endégeno
en células hospedantes. Un vector comprende una secuencia nucleotidica que puede codificar una o mas moléculas de
proteina. Los plasmidos, cosmidos, virus y bacteriéfagos, en el estado natural o que han sido sometidos a ingenieria
recombinante, son ejemplos no limitativos de vectores cominmente usados para proporcionar vectores recombinantes
que comprenden al menos una molécula de un 4cido nucleico aislado deseado.

“Célula hospedante” se refiere a cualquier célula eucaridtica o procaridtica, u otra célula o pseudocélula, o cons-
truccién que contiene membrana, que es adecuada para propagar y/o expresar un acido nucleico que se introduce en
la mencionada célula hospedante mediante cualquier medio adecuado conocido en la técnica (por ejemplo, transfor-
macién o transfeccion o similarmente) o es inducida para expresar un acido polidesoxinucleico endégeno. La célula
puede ser parte de un tejido u organismo, aislado en un cultivo o en cualquier forma adecuada.

Los acidos nucleicos de la invencidn, incluidos cDNAs, opcionalmente pueden estar unidos a un vector que contie-
ne un marcador seleccionable para la propagacion en un hospedante. Generalmente se introduce un vector pldsmido en
un precipitado tal como un precipitado de carbonato célcico, o en un complejo con un lipido cargado (por ejemplo, li-
pofectamina). Si el vector es un virus, puede ser empaquetado in vitro usando una linea de células de empaquetamiento
y luego se transduce a las células hospedantes.

El inserto de DNA puede unirse operativamente a un promotor adecuado tal como un promotor PL lambda de
fagos el promotor T7 de fagos, los promotores lac, trp y tac de E. Coli, los promotores SV40 precoz y tardio y
los promotores de LTRs retrovirales, o cualquier otro promotor adecuado. Los expertos conocen otros promotores
adecuados. Las construcciones de expresion contendrdn también sitios para iniciacién y terminacién de la transcripcion
y, en la regién transcrita, un sitio de unién de ribosoma para traduccién. La regién de codificacién de los transcritos
maduros expresados por las construcciones preferiblemente incluird un codén que inicia una traduccién al comienzo
y de terminacién (por ejemplo, UAA, UGA o UAG) situado al final del mRNA a traducir, prefiriéndose UGA y UAA
par expresion de células mamiferas o eucarioticas.

Los vectores de expresion preferiblemente incluirdn al menos un marcador seleccionable. Entre tales marcadores
estan incluidos, por ejemplo, genes resistentes a dihidrofolatorreductasa, neomicina, zeocina, higromicina B o puro-
micina para cultivos de células eucaridticas o genes de resistencia a canamicina o ampicilina para cultivos en E. Coli
u otras bacterias o procaridticas. Entre los ejemplos representativos de células hospedantes adecuados estdn incluidos,
no exclusivamente, células bacterianas tales como E. Coli, Streptomyces, Bacullus subtilis y Salmonella typhimurium;
células de levaduras tales como Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces pombe o Pichia pastoris; células de insec-
tos tales como Drosophila S2; Spodoptera Sf9, y células High Five (BTI-TN-5B1-4); células animales tales como 293,
293EBNA, CHO, COS y COS7, BHK, AV12, 3T3, HeLa y células de melanoma de Bowes; y células de plantas. Los
medios de cultiva apropiados y las condiciones adecuadas para las células hospedantes descritas son conocidos en la
técnica. Entre los vectores preferidos para uso en bacterias figuran pET15 y pET30, adquiribles de Novagen; pQE70,
pQE60 y pQE-9, adquirible de Qiagen; vectores pBS, vectores Phagescript, vectores Bluescript, pPNH8A, pNH16a,
pNHI18A, pNH46 A, adquiribles de Stratagene; y ptrc99a, pKK223-3, pDR540, pRITS, adquiribles de Pharmacia.
Entre los vectores eucaridticos preferidos estan incluidos pWLNEO, pSV2CAT, pOG44, pXT1 y pSG, adquiribles
de Stratagene; pSVK3, pBPV, pMSG y pSVL, adquirible de Pharmacia;y el vector cominmente usado pcDNA3.1,
adquirible de Invitrogen. Los expertos en la técnica identificardn facilmente otros vectores adecuados.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2291197 T3

La introduccién de una construccion de vector en una célula hospedante se puede efectuar por transfeccion en fos-
fato célcico, transfeccion mediada por DEAE-dextrano, transfeccién mediada por lipidos catidnicos, electroporacion,
transduccidn, infeccién u otros procedimientos. Tales procedimientos se describen en muchos manuales estdndar de
laboratorio, tales como el de Sambrook, supra, capitulos 1-4 y 16-18, y Ausuble, supra, capitulos 1, 9, 13, 15y 16.

También se describen en esta memoria proteinas de fusién que comprenden analogos de FLINT. Por ejemplo,
se puede afiadir una regién de aminodacidos adicionales, por ejemplo, hexahistidina(HiS¢)tag, al término amino o
carboxilo de un andlogo de FLINT para facilitar la purificacion. Si se desea, tales regiones se pueden eliminar antes
de la purificacion final de un andlogo. Tales procedimientos se describen en muchos manuales estdndar de laboratorio
como el de Sambrook, supra, capitulos 17.29-17.42 y 18.1-18.74; y Ausuble, supra, capitulos 16, 17 y 18.

Expresion de andlogos de FLINT en células hospedantes

Usando los 4cidos nucleicos de la presente invencion, se puede expresar un andlogo de FLINT en una célula
ingenierilmente tratada recombinantemente, tal como células de bacterias, levadura, insecto o de mamifero.

Los expertos en la técnica son conocedores de numerosos sistemas de expresion disponibles para expresar un dcido
nucleico que codifica un andlogo de FLINT de la presente invencion. No se hard intento alguno de describir en detalle
los varios procedimientos conocidos para la expresion de proteinas en procariotes o eucariotes.

En resumen, tipicamente, la expresion de acidos nucleicos aislados que codifican un andlogo de FLINT de la
presente invenciones se efectuard uniendo operativamente un DNA o cDNA que codifica un andlogo a un promotor
(que es constitutivo o inducible), a lo que sigue la incorporacién a un vector de expresion. Los vectores deben ser
adecuados para replicacién e integracién en procariotes o eucariotes. Los vectores de expresion tipicos contienen
terminadores de transcripcion y traduccién, secuencias de iniciacién y promotores ttiles para la regulacién de la
expresion del DNA que codifica una proteina de la presente invencién. Para obtener un nivel alto de la expresién de un
gen clonado, es deseable construir vectores de expresion que contienen, como minimo, un promotor para transcripcién
directa, un sitio de unién de ribosoma para iniciacién de la traduccién y un terminador de transcripcién/traslacién. Un
experto reconocerd que se pueden hacer modificaciones a una proteina de la presente invencién sin disminuir su
actividad bioldgica. Algunas modificaciones se pueden hacer para facilitar la clonacién, expresion o incorporacion de
la molécula que apunta la diana en una proteina de fusién. Tales modificaciones son bien conocidas por los expertos
en la técnica y entre ellas estdn incluidas, por ejemplo, una metionina afiadida al término amino para tener un sitio
de iniciacién, o aminodcidos adicionales (por ejemplo, poli His) situados en cualquier terminal para crear sitios de
restriccion o codones de terminacion situados convenientemente o secuencias base de purificacion.

Expresion de procariotes

Se pueden usar células procaridticas como células hospedantes para expresion de andlogo(s) de FLINT. Muy fre-
cuentemente, los procariotes estin representados por varias cepas de E. Coli; sin embargo, también pueden usarse otras
cepas microbianas. Entre las secuencias de control procaridticas cominmente usadas que se definen en esta memoria
para incluir promotores para iniciacién de la transcripcion, opcionalmente con un operador, junto con secuencias de
sitios de unién de ribosomas, figuran promotores cominmente usados tales como los sistemas promotores de beta
lactamasa (penicilinasa) y lactosa (lac) (Chang y otros, Nature 198:1056 (1977), el sistema promotor de triptéfano
(trp= (Goeddel y otros, Nucleic Acids Res. 8:4057 (1980), el promotor de fago T7 (Studier, FEW., Methods of Enzy-
mology, 185, 60-89, (1990) y el promotor PL lambda derivado y el sitio de unién de ribosoma de N-genes (Shimatake
y otros, Nature 292:128 (1981). La inclusién de marcadores de seleccion en vectores de DNA transfectados en E. Coli
es también util. Entre los ejemplos de tales marcadores estdn incluidos genes que especifican resistencia a ampicilina,
tetraciclina, cloranfenicol o canamicina.

El vector seleccionado ha de permitir la introduccion en la célula hospedante adecuada. Tipicamente, los vectores
bacterianos son de origen de pldsmido o fago. Las células de bacterias apropiadas se infectan con particulas de vectores
de fago o se transfectan con DNA de vector de fago desnudo. Si se usa un vector de plasmido, las células bacterianas
se transforman con el DNA de vector de plasmido. Hay disponibles sistemas para expresar una proteina de la presente
invencion usando Bacillus subtilis y Salmonella (Palva y otros, Gene 22:229-235 (1983); Mosbach y otros, Nature
302:543-545 (1983)).

Expresion de eucariotes

Los expertos en la técnica conocen una variedad de sistemas de expresion tales como levaduras, lineas de células de
insecto, células de plantas y mamiferos. Como se explica seguidamente, un andlogo de FLINT de la presente invencién
que codifica un 4cido nucleico se puede expresar en estos sistemas eucaridticos.

La sintesis de proteinas heter6logas en levadura es bien conocida. Methods in Yeast Genetics, de F. Sherman y
otros, Cold Spring Harbor Laboratory (1982) es un trabajo muy reconocido que describe los varios procedimientos
disponibles para producir la proteina en levadura. Dos levaduras ampliamente utilizadas para produccién de proteinas
eucaridticas son Saccharomyces cerevisiae y Pichia pastoris. Los vectores, cepas y protocolos para expresion en Sac-
charomyces y Pichias son conocidos en la técnica y son asequibles de fuentes comerciales (por ejemplo, Invitrogen).
Usualmente, los vectores de expresion adecuados tienen secuencias de control de la expresion, tales como secuencias

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2291197 T3

promotoras, incluida 3-fosfoglicerato quinasa o alcoholoxidasa, y un origen de replicacion, secuencias de terminacion,
etc., si se desea.

Un andlogo de FLINT de la presente invencién expresado en levadura se puede aislar por técnicas estdndar de
aislamiento de proteinas. El control de la purificacion se puede hacer usando electroforesis en gel de polacrilamida SDS
(SDS-PAGE), técnicas de transferencia Western o un radioimunoensayo de otras técnicas estindar de inmunoensayo
tales como ELISA.

Las secuencias de dcidos nucleicos que codifican andlogos de FLINT también se pueden ligar a varios factores
de expresidn para uso en la transfeccion de cultivos de células originarias de, por ejemplo, mamiferos, insectos o de
plantas. Son ilustrativas de cultivos de células dtiles para la produccién de péptidos las células de mamiferos. Los
sistemas de células mamiferas frecuentemente estardn en forma de monocapas de células, aunque también pueden
usarse suspensiones de células de mamiferos. Se han desarrollado en la técnica varias lineas de células hospedantes
adecuadas capaces de expresar proteinas intactas, entre ellas las lineas de células AV12, HEK293, BHK21 y CHO.
Los vectores de expresion para estas células pueden incluir secuencias de control tales como un origen de replicacion,
un promotor (por ejemplo, el promotor VMYV, un promotor HSV tk o un promotor pgk (fosfogliceratoquinasa), un
intensificador (Queen y otros, Immunol. Rev. 89:49 (1986)y sitios de informacidn de procesamiento, tales como sitios
de unién de ribosomas, sitios de unién de RNA, sitios de poliadenilacién (por ejemplo, sitio de poli A adicién de
hormona de bovina de crecimiento) y secuencias de terminacion transcripcionales. Hay disponibles otras células de
animales ttiles para la produccién de proteinas de la presente invencién, por ejemplo, del Catdlogo de la American
Type Culture Collection of Cell Lines and Hybridomas (87 edicion, 1994).

Usualmente, los vectores apropiados para expresar un andlogo de FLINT de la presente invencién en células de
insecto derivan de SF9 baculovirus. Entre las lineas de células de insecto adecuadas estdn incluidas las de larvas de
mosquito, gusano de seda, ciertas lombrices, polilla y Drosophila (tal como una célula de lineas de Schneider). (Véase
Schneider, J. Embryol. Exp. Morphol. 27:353-365 (1987).

Como con las levaduras, cuando se emplean células hospedantes de plantas o animales superiores, tipicamente se
incorporan en el vector secuencias terminadoras de poliadenilacién o transcripcién. Un ejemplo de secuencia termi-
nadora es la secuencia de poliadenilacion del gen de la hormona bovina de crecimiento. También se pueden incluir
secuencias para una escisién precisa del transcripto. Un ejemplo de secuencia de ajuste es el intron VP1 de SV40
(Sprague y otros, J. Virol. 45:773-781 (1983): Ademds, se pueden incorporar en el vector secuencias de genes para
controlar la replicacién en la célula hospedante, secuencias tales como las halladas en vectores del tipo de virus de
papiloma. M. Saveria-Campo, Bovine Papilloma Virus DNA, a Eucariotic Cloning Vector, en DNA Cloning, vol. II, A
Practical Approach, D.M. Glover, ED. IRL Press, Arlington, VA, pags. 213-238 (1988).

Purificacion de las proteinas

Un andlogo de FLINT de la presente invencion se puede recuperar y purificar a partir de células recombinantes que
expresan un andlogo (por ejemplo, cultivos de células de E. Coli, levadura, insectos o de mamifero) por procedimien-
tos bien conocidos, incluidos los de precipitacion con sulfato amoénico o etanol, extraccién con dcido, cromatografia
de intercambio aniénico o catiénico, incluida la tecnologia de péptidos que quelatan iones metdlicos inmovilizados.
“IMAC”, segun la patente U.S. n°. 4.569.974; cromatografia con fosfocelulosa, cromatografia hidréfoba de interac-
cion, cromatografia de afinidad, cromatografia de hidroxilapatito y cromatografia de lecitina. Muy preferiblemente,
para purificacion se emplea la cromatografia de liquidos de alta resolucién (“HPLC”).

Los andlogos de la presente invencion se pueden producir por procedimientos quimicos de sintesis, o por técnicas
recombinantes a partir de una célula hospedante procariética o eucaridtica, incluidas células bacterianas, de levadura,
de plantas superiores, de insecto y de mamifero. Tales procedimientos se describen en muchos manuales estidndar
de laboratorio, tales como el de Sambrook, supra, capitulos 17.37-17.42, Ausubel, supra, capitulos 10, 12, 13, 16,
18 y 20. Dependiendo del hospedante empleado, los polipéptidos de la presente invencién se pueden glicosilar o no
glicosilar. Ademds, los polipéptidos de la invencién también pueden incluir un resto inicial de metionina modificado,
en algunos casos como resultado de procesos mediados por el hospedante.

Aplicaciones terapéuticas

La molécula que desencadena apoptosis, FasL, es un regulador homeostatico importante del sistema inmune que
desencadena la supresion de la célula T periférica autorreactiva y que amortigua la respuesta inmune mediada por
célula (esto es, la muerte de la célula inducida por activacién). FasL parece por ello que es un estimulo apoptético
importante en células no inmunes en ciertas condiciones (por ejemplo, inflamacidén). FasL existe en dos formas: unido
a membrana y secretado. El dltimo deriva de la escision proteoliitica y probablemente juega un papel adicional en la
inflamacion por atraer neutréfilos. La FLINT se une a ambas formas de FasL, inhibiendo la FLINT las interacciones
con el receptor de Fas unido a membrana y con LIGHT, un activante secretado de células T y posiblemente también un
agente desencadenante para ciertas células cancerosas para morir por apotosis. La expresion en superficie de células
constitutivas de FasL sobre ciertos tejidos conduce a un estado inmune privilegiado, de manera que no se presenta la
inmunidad mediada por células, o se presenta débilmente (debido a la destruccion de células invasoras inmunes que
presentan Fas en su superficie). Probablemente, la expresion de FasL estd regulada en todos los otros tejidos; también
estan muy reguladas Fas y los inhibidores de las rutas de Fas (por ejemplo, FLIP, FAIM).
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Seguidamente hay algunos de los factores y/o condiciones que regulan la expresién de FasL en seres humanos:
inflamacién (por ejemplo, lesién pulmonar aguda), carcinogénesis (por ejemplo, melanoma, carcinoma de colon), in-
feccidn viral (por ejemplo, hepatitis C, HIV), manifestaciones autoinmunes (por ejemplo, colitis ulcerosa, tiroiditis de
Hashimoto) e isquemia-reperfusion (por ejemplo, lesion de la médula espinal). Indudablemente existen otros muchos
reguladores de expresion de FasL y es probable que, en ciertas condiciones, se puedan inducir en cualquier tejido la
expresion y secrecion de FasL.

Se espera que la utilidad clinica de los andlogos de fLINT sea sustancial. Muchas enfermedades y/o afecciones que
implican FasL/Fas son potencialmente ddciles a terapia con andlogos de FLINT. Entre los ejemplos de enfermedades
y/o afecciones adecuadas estan incluidas:

Enfermedades inflamatorias/autoinmunes: artritis reumatoide, enfermedad inflamatoria del intestino, enfermedad
de injerto frente a receptor, diabetes dependiente de insulina, SIRS/sepsis/MODS, pancreatitis, psoriasis, esclerosis
multiple, tiroiditis de Hashimoto, enfermedad de Grave, rechazo de trasplante, SLE, gastritis autoinmune, enfermedad
de pulmon fibrosante.

Enfermedades infecciosas: linfopenia inducida por HIV, hepatitis B/C viral fulminante, hepatitis crénica/cirrosis,
ulceracién H.piloriasociada.

Afecciones de isquemia/reperfusion: sindrome coronario agudo, infarto de minocardio agudo, fallo cardiaco con-
gestivo, ateroesclerosis, isquemia/infarto cerebral agudo, trauma de cerebro/médula espinal, conservacién de érganos
durante el trasplante.

Otras: citoproteccion durante el tratamiento de cdncer, coadyuvante para quimioterapia, Alzheimer, glomerulone-
fritis crénica, osteoporosis, TTP/HUS, anemia aplésica, mielodisplasia,. También son de interés el tratamiento y la
prevencion de una lesién pulmonar aguda(ALI)/sindrome de distension respiratoria aguda (ARDS); colitis ulcerosa y
enfermedad de Crohn.

Los andlogos de FLINT inhiben la unién de FAS a FASL y LIGHT a LTSR y TR2/receptores de HVEM vy se
pueden usar para tratar o prevenir una enfermedad o afeccién que puede estar asociada con tal unién.

La apoptosis de rapto es un ejemplo de una afeccién causada por una activacion excesiva de la ruta de transduccién
de la sefial de FAS/FASL que se puede tratar con los andlogos de FLINT de la presente invencién (véase solicitud pro-
visional de patente U.S. n°. Serial 60/112.577 presentada el 18 de diciembre de 1998, Kondo y otros, Nature Medicine
3(4): 409-413 (1997) y Galle y otros, J. Exp. Med. 182:1223-1230 (1995)). La apoptosis de rapto conduce a multiples
afecciones patoldgicas, entre las que estan incluidas fallo organico, fallo hepatico agudo (por ejemplo, fallo del higado
asociado con afecciones virales que afectan al higado, infecciones bacterianas que afectan al higado, hepatitis, lesién
hepatocelular y/u otras afecciones en las que los hepatocitos experimentan apoptosis masiva o destruccion), fallo renal
y fallo de la funcién pancredtica.

Generalmente, los andlogos de FLINT de la presente invencion son clinica y/o terapéuticamente ttiles para enfer-
medades que se pueden tratar con FLINT. (Véase solicitud de patente U.S. n°. Serial 09/280.567; y Miwa y otros, Natu-
re Medicine 4:1287 (1998)). Un ejemplo es la inflamacién causada por la activacién neutrofilica inducida por FLINT.
Las enfermedades inflamatorias asociadas con activacién de neutréfilos incluyen sepsis, ARDS, SIRS y MODS.

Entre otras enfermedades para las que es util un andlogo de FLINT estan incluidas artritis reumatoide (Elliot
y otros, Lancet 344:1105-10 (1994); enfermedad pulmonar fibroproliferativa, enfermedad pulmonar fibrética, HIV
(Dockrell y otros, Clin. Invest. 101:2394-2405 (1998), isquemia (Sakurai y otros, 1998 Brain Res. 797:23-28), trau-
ma/lesion cerebral (Ertel y otros, 1997 J. Neuroimmunol 80:93-6; fallo renal crénico (Schelling y otros, 1998 Lab
Invest 78:813-824), enfermedad de injerto frente a receptor (GVHD) (Hattori y otros, 1998 Blood 11:4051-4055),
inflamacién cutdnea (Orteu y otros 1988, J Immunol 161:1619-1729), sindrome de escape vascular (Rafi y otros, 1998
J. Immunol 161:3077-3086), infeccién pildrica de helicobacter (Rudi y otros, 1998, J. Clin. Invest 102:1506-1514),
paperas (Tamura y otros, 1998 Endocrinology 139:3646-3653), ateroesclerosis (Sata y Walsh, 1998 J. Clin Invest
102:1682-1689), IDDM (Itoh y otros, 1997 J. Exp med 186:613-618), osteoporosis (Jilka y otros, 1998 J. Bone Min
Res 13:793-802), enfermedad de Crohn (van Dullemen y otros, 1995, Gastroenterology, 109:129-35), conservacién
y trasplante (injerto) de 6rganos (Lau y otros, 1996 Science 273:109-112), sepsis (Faist y Kim, 1998 New Horizons
6:S97-102), pancreatitis (Neoptolemos y otros, 1998 Gut 42:886-91), cancer (melanoma, de colon y eséfago) (Bennett
y otros, 1998 J. Immunol 160:5669-5675), enfermedad autoinmune (IBD, psoriasis, sindrome de Down (Seidi y otros,
Neuroscience Lett. 260:9 (1999) y esclerosis multiple (D’Souza y otros, 1996 J. Exp Med 184:2361-70).

La solicitud de patente U.S. en tramitacién n°. serial 09/280567, titulada Therapeutic Applications of mFLINT
Polypeptides, presentada el 30 de marzo de 1999, describe otras enfermedades que se pueden tratar con andlogos de
FLINT. Entre los ejemplos figuran la enfermedad de Alzheimer, enfermedad renal en etapa terminal (ESRD), mono-
nucleosis; EBV; herpes; sitotoxicidad dependiente de anticuerpo, trastornos hemoliticos y de hipercoagulacién tales
como hemorragias vasculares; DIC (coagulacién intervascular diseminada), eclampsia, HELLP (preeclampsia com-
plicada por trombocitopenia, hemolisis y funcién hepatica alterada), HITS (trombocitopenia inducida por heparina) ,
HUS (sindrome urémico hemolitico) y preeclampsia; trastornos hematopoiéticos tales como anemia apldsica, trombo-
citopenia (TTP) y mielodisplasia; y fiebre hemolitica causada por, por ejemplo, E. Bola.
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En el caso de conservacién de érganos en la preparacidn para recogerlos, por ejemplo, el andlogo de FLINT es
profilacticamente Util para evitar la apoptosis asociada con lesién de reperfusién isquémica al érgano una vez que
es extraido del donante. Se puede administrar a un donante de 6rgano, antes de recoger el 6rgano, un andlogo de
FLINT. Después de extraido el 6rgano, se aiade andlogo de FLINT a un medio adecuado para trasportar/almacenar
el 6rgano. Alternativamente, el 6rgano extraido se perfunde con un medio que contiene un andlogo de FLINT antes
de trasplantarlo a un receptor. Los medios adecuados para este fin son conocidos, por ejemplo, el medio descrito en
la solicitud EP 0356367 A2. El procedimiento puede incluir también tratamiento del receptor del trasplante con un
analogo de FLINT antes y/o después de cirugia de trasplante.

Un procedimiento tipico implica pretratamiento del donante del érgano con una cantidad efectiva de andlogo de
FLINT antes de extraer el 6rgano. Alternativa o conjuntamente, el érgano extraido se puede prefundir o bafiar en una
solucién que contiene andlogo de FLINT. Este procedimiento se puede emplear, por ejemplo, con el rifién, corazon,
pulmoén y otros 6rganos y tejidos.

La capacidad de los andlogos de FLINT de retardar la apoptosis en condiciones isquémicas es til para preservar
organos y tejidos cosechados para trasplante. Entre las condiciones isquémicas figuran, no limitativamente, isquemia
neuronal, lesiones por contusién de un miembro, lesiones de la médula espinal, infarto de miocardio incluido el agudo,
secuelas subagudas y crénicas y sindromes clinicos afines, fallo cardiaco congestivo. También se pueden tratar con
andlogos de FLINT tejidos testigos inocentes que se han lesionado durante la quimioterapia, terapia de radiacion,
farmacos toxicos, trauma, cirugia y otras cargas. Un ejemplo de este tipo de enfermedad es la mucositis, que puede
ser un efecto lateral mortifero del tratamiento del cancer.

Lesion pulmonar aguda y sindrome agudo de distension respiratoria

La lesion pulmonar aguda (ALI) y el sindrome de distensién respiratoria aguda (ARDS) representan enfermedades
que difieren sélo en la severidad de la hipoxemia presente en la diagnosis. Un pardmetro ampliamente aceptado para
la diagnosis es la relacién PaO2 a FiO2, de acuerdo con el cual los pacientes de ARDS manifiestan una relacién igual
a o menor que 200 mm de Hg, mientras que los pacientes de ALI presentan valores menores que o iguales a 300
mm de Hg. ARDS representa una forma mas severa de ALI. Numerosos mediadores contribuyen probablemente a
la patogénesis de ARDS/ALI con neutréfilos que desempaiian un papel importante. Si bien son probables muiltiples
factores de precipitacién en el desarrollo de ARDS, tanto directa como indirectamente, parece que la causa mas
importante es la sepsis y el sindrome de respuesta sistémica inflamatoria, responsables de aproximadamente 40% de
los casos. La mortalidad en ARDS es alta, aproximadamente de 40%, ocurriendo la mayoria de las muertes dentro de
las primeras 2 a 6 semanas. Actualmente no hay disponible una terapia farmacoldgica aprobada para ARDS y en la
actualidad el tratamiento estd limitado a un agresivo cuidado de soporte.

Hay evidencia de que ARDS puede ser mediada por la interaccién de FasL soluble/Fas en seres humanos (Matute-
Bello y otros, Immunol 163, 2217-2225, 1999). Un analogo de FLINT, uniéndose a FasL, podria inhibir la apoptosis
mediada por FasLL de neumocitos y/o células endoteliales, inhibiendo o previniendo asi la progresiéon de un insulto
inflamatorio agudo a ALI y de ALI a ARDS.

Por tanto, en otra realizacién, la presente invencion se refiere al uso de andlogos de FLINT de la presente invencién
en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de ALI y/o ARDS.

Enfermedad pulmonar obstructiva cronica

La enfermedad obstructiva crénica (EPOC) es la cuarta causa importante de muerte no accidental en EE.UU.
después de las enfermedades cardiacas, el cancer y la enfermedad cerebral vascular. EPOC es un trastorno obstructivo
de las vias respiratorias que abarca multiples afecciones, incluidas bronquitis crénica, enfisema, broncoectasis y asma
créonica. EPOC es lentamente progresiva y produce un declive irreversible de la funcién pulmonar. La hipoxemia
crénica y la hipercapnia son manifestaciones eventuales del trastorno. El mecanismo por el que EPOC altera la funcién
pulmonar parece que implica apoptosis desrregulada. Las muestras de plasma de pacientes que tienen EPOC presentan
concentraciones mds altas de Fas soluble que sujetos sanos de control. (Véase Yasuda y otros, Resp. Med. 92, 993-
999, 1998). Los niveles incrementados de Fas soluble en pacientes con EPOC pueden reflejar apoptosis incrementada
inducida por Fas.

Los andlogos de FLINT de la presente invencion pueden usarse en al fabricacién de un medicamento para el
tratamiento y/o inhibicién de EPOC.

Fibrosis pulmonar (PF)

La fibrosis pulmonar (también conocida como enfermedad de pulmén fibrosante) se presenta como un resultado
final del proceso de pretendida curacién durante una lesién pulmonar aguda y crénica. El mecanismo patolégico de tal
lesion pulmonar puede ser cualquiera de los varios factores que desencadenan primeramente una respuesta inflamatoria
en los alveolos o intersticios circundantes y posteriormente desencadenan fibrosis alveolar/intersticial (esto es, la
respuesta reparadora). La fibrosis en otros tejidos tales como epidermis o peritoneo conduce a cicatrices o adherencias,
respectivamente. A diferencia, la fibrosis pulmonar conduce a una enfermedad restrictiva del pulmén (capacidades
aminoradas del pulmén y difusién aminorada del oxigeno). Entre las afecciones asociadas con la fibrosis pulmonar
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estan incluidas, no siendo las tnicas: fibrosis pulmonar idiopética, enfermedades del tejido conectivo (por ejemplo,
lupus, escleroderma), enfermedad pulmonar inducida por farmacos (por ejemplo, bleomicina), neumoconiosis (por
ejemplo, asbestosis), sarcaidosis, granulomatosis eosinofilica, neumonitis de hipersensibilidad y otras enfermedades
asociadas con una inflamacién pulmonar severa que puede dar por resultado una lesién pulmonar aguda y/o sindrome
de distension respiratoria aguda (por ejemplo, trauma, sepsis, ahogo, aspiracidn géstrica, schock, etc). La fibrosis en
vias respiratorias es también una sefial de la inflamacién crénica en CODP.

La etiologia de la PF puede implicar apoptosis desencadenada por FasL/Fas. De hecho, es esencial un sistema
intacto FasL/Fas en la etiologia de PF en ratones inducida por bleomicina. (Véase Kuwano J. y otros, J. Clin. Invest.
104, 13-19 (1999).

Los andlogos de FLINT de la presente invencién pueden usarse en la fabricacién de un medicamento para el
tratamiento y/o la inhibicién de PF. Por ejemplo, un andlogo de FLINT se puede administrar precisamente en el
momento de un insulto inflamatorio en el pulmén (por ejemplo, durante el tratamiento con bleomicina) para prevenir
que se produzca PF.

Un “sujeto” es un mamifero que necesita tratamiento, preferiblemente un ser humano, pero también puede ser
un animal que necesita tratamiento veterinario, por ejemplo, animales domésticos (por ejemplo, perros, gatos, etc.),
animales de corral (por ejemplo, vacas, ovejas, cerdos, caballos, etc.) y animales de laboratorio (por ejemplo, ratas,
ratones, cobayas, etc.).

Una “cantidad eficaz” de un andlogo de FLINT es una cantidad que da por resultado una inhibicion suficiente de
uno o varios procesos mediados por la unién de Fas a ligando de Fas o LIGHT a LT®R y/o TR2/HVEM de manera
que se logre un efecto terapéutico o profilactico deseado en un sujeto con una enfermedad o afeccidon asociada con una
unién FAS/ligando de FASS aberrante y/o unién mediada por LIGHT. Un ejemplo de un proceso asi es la apoptosis
de fuga. Alternativamente, una “cantidad eficaz” de un andlogo de FLINT es una cantidad suficiente para lograr un
efecto terapéutico y/o prolfilactico deseado en un sujeto con inflamacién causada por activacién neutréfila inducida
por ligando de FAS o cualquiera de las otras enfermedades asociadas con actividad del ligando de FAS aberrante.

Un “efecto terapéutico y/o profilictico deseado” en un sujeto con una enfermedad o afeccién incluye la mejora de
sintomas, o retraso en la aparicidn de sintomas, asociados con tal enfermedad. Alternativamente, un “efecto terapéutico
y/o profildctico deseado” incluye un aumento del grado de supervivencia o de longevidad del sujeto con la enfermedad.

La cantidad de andlogo de FLINT administrada al individuo dependerd del tipo y gravedad de la enfermedad y
de las caracteristicas del individuo, tales como la salud general, la edad, el sexo, el peso corporal y la tolerancia a
farmacos. Dependera también del grado, gravedad y tipo de enfermedad. El experto serd capaz de determinar las
dosificaciones apropiadas dependiendo de estos y otros factores.

Como propuesta general, la cantidad total farmacéuticamente eficaz de andlogos de FLINT de la presente inven-
cién administrada parenteralmente por dosis estard en el intervalo de aproximadamente 1 ug/kg/dia a 10 mg/kg/dia
de peso corporal del paciente, en particular de 2 mg/kg/dia a 8 mg/kg/dia, més en particular, de 2 mg/kg/dia a 4
mg/kg/dia, ain mas particularmente, de 2,2 mg/kg/dia a 3,3 mg/kg/dia y, finalmente, 2,5 mg/kg/dia, aunque, como se
ha indicado antes, esto estard sometido a discrecion terapéutica. Mds preferiblemente, esta dosis es de, como minimo,
0,01 mg/kg/dia. Si se administran continuamente, los andlogos de FLINT de la presente invencién tipicamente se ad-
ministran a una velocidad de administraciéon de aproximadamente 1 pg/kg/h a aproximadamente 50 pg/kg/h, bien en
1-4 inyecciones al dia o bien mediante infusién subcutdnea continua, por ejemplo usando una minibomba. También
se puede emplear una solucién intravenosa en bolsa. La duracion necesaria del tratamiento para observar cambios y el
intervalo que sigue al tratamiento para que se produzcan respuestas varian dependiendo del efecto deseado.

Las composiciones farmacéuticas que contienen andlogos de FLINT de la presente invencion se pueden admi-
nistrar oralmente, rectalmente, intracranealmente, parenteralmente, intracisternamente, intravaginalmente, intraperi-
tonealmente, tépicamente (como por polvos ungiientos, gotas o parches transdérmicos), transdérmicamente, intrate-
calmente, bucalmente, o como proyeccién oral o nasal. Por “vehiculo farmacéuticamente aceptable” se entiende una
carga, un diluyente, un material de encapsulacién o una formulacién auxiliar de cualquier tipo, sélida, semisélida o
liquida, no téxica. El término “parenteral”, tal como se usa en esta memoria, incluye, no exclusivamente, modos de
administracién por inyeccidn intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, intraesternal, subcutdnea e intraarticular, por
infusién e implantes que comprenden andlogos de FLINT.

Los andlogos de FLINT de la presente invencién se administran también adecuadamente por sistemas de libera-
cién sostenida. Entre los ejemplos adecuados de composiciones de liberacion sostenida figuran matrices polimeras
semipermeables en forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas o semicapsulas. El grupo de matrices de
liberacion sostenida incluye polildctidos (patente U.S. n°. 3.773.919, EP 58.481), copolimeros de 4cido L-glutdmico
y L-glutamato de gamma-etilo (Sidman, U. Y otros, Biopolymers 22:547-556 (1983)), poli(metacrilato de 2-hidroxie-
tilo) (R. Langer y otros, J. Biomed. Res. 15:167-277 (1981) y R. Langer, Chem. Tech, 12:98-105 (1982)), acetato de
etilenvinilo (R. Langer y otros, id.) o poli(acido D-(-)-3-hidroxibutirico) (EP 133.988). Otras composiciones de libe-
racién sostenida incluyen también un andlogo de FLINT atrapado liposomalmente. Tales liposomas se preparan por
procedimientos conocidos per se: documento DE 3.218.121; Epstein y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 82:3688-
3692 (1985); Hwang y otros Proc. Natl, Ascad. Sci. (USA) 77:4030-4034 (1980); EP 52.322; EP 36.676; EP 88.046;
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EDP 134.949; EP 142.641; solicitud de patente japonesa 83-118008; patentes U.S. n*. 4.485.045 y 4.544.545; y EP
102.324. Ordinariamente, los liposomas son del tipo de unilamina pequefia (aproximadamente 200-800 angstroms) en
los que el contenido de lipido es mayor que aproximadamente 30% en mol de colesterol, ajustdndose la proporcién
seleccionada para la terapia 6ptima de polipéptido de TNFR.

Para administracién parenteral, los andlogos de FLINT de la presente invencidn se formulan generalmente por
mezcla al grado de pureza deseado, en una forma inyectable de unidosis (solucién, suspensién o emulsién) con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable, esto es, un vehiculo que no es toxico para los receptores a las dosificaciones y
concentraciones empleadas y que es compatible con los otros ingredientes de la formulacién. Por ejemplo, preferible-
mente, la formulacién no contiene agentes oxidantes y otros compuestos que se conoce que son perjudiciales para los
polipéptidos.

Generalmente las formulaciones se preparan poniendo en contacto los andlogos de FLINT de la presente invencion,
uniforme e intimamente, con vehiculos liquidos o vehiculos sélidos finamente divididos o con vehiculos de ambos
tipos. Si es necesario, el producto se integra en la formulacién deseada. Preferiblemente, el vehiculo es un vehiculo
parenteral, mds preferiblemente una solucién isoténica con la sangre del receptor. Entre los ejemplos de tales vehiculos
figuran agua, solucién salina, solucién de Ringer, una solucién de dextrosa. También son ttiles al efecto vehiculos no
acuosos tales como aceites fijados y oleato de etilo, asi como liposomas.

Es adecuado que el vehiculo contenga cantidades minoritarias de aditivos tales como sustancias que intensifican la
isotonicidad y la estabilidad quimica. Tales materiales son no téxicos para el receptor a las dosificaciones y concen-
traciones empleadas y entre ellos figuran tampones tales como los de fosfato, citrato, succinato, dcido acético y otros
dcidos orgdnicos o sus sales; antioxidantes tales como 4cido ascérbico; polipéptidos de bajo peso molecular (menos
de aproximadamente diez restos), por ejemplo, poliarginina o tripéptidos; proteinas tales como albimina de suero,
gelatina o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidona; aminodcidos tales como glicina,
dcido glutdmico, 4cido aspartico o arginina; monosacdridos, disacdridos y otros hidratos de carbono, incluida celulosa
y sus derivados, glucosa, manosa o dextrinas: agentes quelatantes tales como EDT; alcoholes de aziicares tales como
manitol o sorbitol; contraiones tales como sodio, y/o tensioactivos no idnicos tales como polisorbatos, poloxdmeros o
PEG.

Los andlogos de FLINT de la presente invencién tipicamente se formulan en tales vehiculos a una concentracién
de aproximadamente 0,1 mg/ml a 100 mg/ml, preferiblemente de 1-10 mg/ml, a un pH de aproximadamente 3 a 8.
Ha de saberse que el uso de algunos de los excipientes, vehiculos o estabilizadores anteriores dard por resultado la
formacion de sales de los andlogos de FLINT de la presente invencion.

Los polipéptidos a usar para administracion terapéutica deben ser estériles. La esterilidad se logra facilmente por
filtracion a través de membranas estériles (por ejemplo, membranas de 0,2 micrémetros). Las composiciones terapéu-
ticas de polipéptidos generalmente se ponen en un recipiente que tiene un puerto de acceso estéril, por ejemplo, una
bolsa de una solucién intravenosa o un vial que tiene un tap6n que puede traspasar una aguja de inyeccién hipodérmica.

Ordinariamente, los andlogos de FLINT se almacenarén en recipientes de unidosis o dosis miiltiples, por ejemplo,
ampollas cerradas o viales, como solucién acuosa o como formulacién liofilizada para reconstitucién. Como ejemplo
de formulacidn liofilizada, viales de 10 ml se llenan con 5 ml de solucién acusa al 1% p/p esterilizada por filtracién de
uno de los andlogos de FLINT de la presente invencidn, y la mezcla resultante se liofiliza. La solucién para infusién
se prepara por reconstitucion del polipéptido liofilizado usando agua para inyeccidn bacteriostética.

Se describen en esta memoria paquetes farmacéuticos o kits que comprenden uno o mds recipientes llenos de uno
o mas ingredientes de las composiciones farmacéuticas de la invencién. Acompafiando a este(os) recipientes puede
estar un folleto prescrito por una agencia gubernamental que regula la fabricacién, el uso o la venta de productos
farmacéuticos o bioldgicos, folleto que refleja la aprobacién por la agencia de la fabricacidon, el uso o la venta para
administracién humana. Ademads, los andlogos de FLINT de la presente invencién se pueden emplear junto con otros
compuestos terapéuticos.

La invencién se ilustra con los ejemplos siguientes cuya finalidad no es, en forma alguna, limitar la invencién.
Ejemplo 1
Produccion de un vector para expresar el andlogo de FLINT R218Q

La variante de FLINT R218Q se construy6 por PCR mutagénica a partir de una plantilla de FLINT de tipo salvaje.
Véase, por ejemplo, Saiki R.K. y otros, Science 239:487-491 (1988) y Curent Protocols in Molecular Biology, vol. 1,
seccién 8.5.7 (John Wiley and Sons, Inc. Publishers), El mutante R218Q sustituye un resto de arginina hallado en el
aminodcido 218 con glutamina.

El procedimiento mutagénico de PCR utiliz6 una reaccién de SOEing (esto es, extension de cadena con sola-

pamiento) para crear mutaciones especificas en la plantilla de FLINT nativa con el fin de cambiar la secuencia de
aminodcido en la posicién 218 e introducir etiquetas de enzimas de restriccion a fines de identificacion.
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Generalmente, las reacciones de SOEing requieren el uso de cuatro cebadores, dos en la orientacién de avance
(denominados A, SEQ ID n°. 5 y SEQ ID n°. 7) y dos en la orientacién inversa (denominados B, SEQ ID n°. 6 y
D, SEQ ID n°. 8). La reaccién de SOEing amplifica una secuencia de dcido nucleico (por ejemplo, una secuencia
de gen) en dos etapas. La primera etapa es amplificar “la mitad” del gen efectuando una reaccién A a B seguida de
una reaccion separada de C a D. Al construir el mutante R218Q, los cabadores B y C apuntaban a la misma zona
del gen pero en cadenas opuestas. El cebado con ajuste desigual de ambos cebadores de oligonucleétidos instituye la
mutacién. Después de que finalizaran ambas reacciones, se aislaron y mezclaron los productos para uso como plantilla
de la reaccién A a D, que da el producto mutado deseado.

Los cebadores implicados en la clonacién de R218Q eran:

Cebador A: CF 107 (39 nt)
GCACCAGGGTACCAGGAGCTGAGGAGTGTGAGCGTGCCG

Cebador B: CF 111 (44 nt)
TCAGCTGCAAGGCGGCGCGCCCCGCTTGTGGTGTCGGACCCCAG

Cebador C: CF 112 (44 nt)
GGGGTCCGACACCACAAGCGGGGCGCGCCGCCTTGCAGCTGAAG

Cebador D: CF 110 (43 nt)
GCACAGAATTCATCAGTGCACAGGGAGGAAGCGCTCACGGACG

Los nucleétidos escritos en negrillas representan cambios hechos en la secuencia de tipo salvaje. Usando el cebador
de avance C como referencia, las negritas G y C presentan los cambios silentes necesarios para introducir un sitio
Ascl. Este sitio de reconocimiento estd subrayado en los cebadores B y C. La negrilla CAA presenta la sustitucién de
glutamina (CAA) por arginina (AGG).

El fragmento amplificado del par de base 311 que presenta la mutacién de R218Q se subclon6 usando un sitio 5’
Kpnl (GGTACC) y un sitio 3’EcoRI (GAATTC). La secuencia de FLINT nativa tiene un sitio interno Kpnl natural en
torno a la posicién 176 de aminoécido. El sitio EcoRI se introdujo al fin de subclonar y esta corriente debajo de los
codones de parada. Estos sitios estdn subrayados como cebadores A y D respectivamente. El fragmento de 311 bp se
incorpord a la secuencia de FLINT de longitud entera. Esto se realizé en las etapas siguientes:

L El fragmento de 311 bp se puso en un vector intermedio, pCR2.1-TOPO, que utiliza la adenina establecida
en saliente después de la PCR para ligacién.

IL. II. Una vez incorporado, una digestién de Kpnl a EcoRI elimin6 un fragmento de 289 bp. (Nota: el tamafio
del fragmento de PCR disminuyé de 311 bp a 289 bp debido a la digestién). El fragmento mutado se usé
para reemplazar el correspondiente segmento en el gen de FLINT de tipo salvaje por ligacion direccional.

II.  Se digiri6 FLINT/pJB0O3 con Kpnl a EcoRI para producir dos fragmentos:
Fragmento 1: 6070 bp
Fragmento 2: 289 bp

IV.  Elfragmento de 6070 bp que presentaba el gen de FLINT se aislé y ligd con el producto de PCR de 289 bp
eliminado del vector pCR2.1-TOPO para crear R218Q/pJB03. Por digestion de restriccion se identificaron
clones positivos y posteriormente se confirmé por andlisis de secuencia.

El andlogo R218Q contenido en R218Q/pJB03 se llevo al vector pIG3 mediante una ligacién no dirigida de Nhel a
Xbal. R218Q/pJBO03 se digiri6é con Nhel a Xbal para que resultaran fragmentos de 932 y 5427 bp. Se aisl6 el fragmento
que contenia FLINT R218Q de 932 bp. El fragmento de Nhel de 932 bp y Xbal de R218Q se ligé con el vector pIG 3
linearizado de 8510 bp para generar clones en las orientaciones de avance e inversa.

Ejemplo 2
Expresion procaridtica y purificacion de andlogos de FLINT recombinantes

Un vector de expresion que presenta un marco de lectura abierta (ORF) que codifica el andlogo de FLINT R218Q se
transforma en la cepa BL21 de E. coli competente (DE3) (hsdS gal clts857 ind1Sam7nin51acUV5-T7 gen 1) asequible
de Novagen (Madison WI) usando procedimientos estandar. Se escogieron al azar multiples transformantes atendiendo
a la resistencia a la canamicina y se usaron para inocular medios de LB/canamicina. Los cultivos se hicieron crecer
a 37°C con sacudidas a una densidad de ODg,,=0,8-1,0, y en este momento se indujo con IPTG 1 mM la sintesis de
proteina de FLINT. Los cultivos se hicieron crecer a 37°C durante 3 h de posinduccién antes de cosechar las células.
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El producto andlogo de FLINT codificado por ORF nacido en vector se purific6 de la fraccién insoluble de lisado de
células, los cuerpos de inclusiéon. En resumen, la purificacion consistié en la preparacion y solubilizacién de cuerpos
de inclusién y el repliegue de proteinas por procedimientos de intercambio catiénico y cromatografia de exclusién por
tamafios, respectivamente.

Ejemplo 3
Construccion del vector pIG3 para expresion de andlogos de FLINT en células de mamiferos

Se construye un vector de expresion bicistrénico por insercion en el vector de expresion mamifero pGTD (Gerlitz,
B. y otros, 1993, Biochemical Journal 295:131) de un fragmento de PCR que codifica un “sitio de entrada de ribosoma
interno”/polipéptido fluorescente verde intensificado (IRES/eGFP). Este nuevo vector, designado PIG3, contiene las
siguientes hitos de secuencia: el promotor GBMT correspondiente a Ela (D.T. Berg y otros, 1993 BioTechnics 14:972;
D.T. Berg y otros, 1992 Nucleic Acids Research 20:5485); un sitio de clonacién multiple (MCS); la secuencia de
IRES del virus de encefalomiocarditis (EMCV); la secuencia de codificacién de eGFP (Cormack y otros, 1996 Gene
173:33, Clontech); las secuencias de sitio de ajuste de antigeno “t” pequefio de SV40/poliadenilacién; el promotor
precoz de SV40 y origen de replicacién; el cédigo de secuencia de la dihidrofolato reductasa de murino (dhfr); y el
gen de resistencia a la ampicilina y origen de replicacién de pBR32.

Sobre la base de la secuencia de cDNA de FLINT humana se sintetizan los cebadores de avance e inverso que
presentan sitios de restriccion Bcll en sus respectivos extremos 5’. Estos cebadores se usan para amplificar por PCR el
cDNA de andlogo de FLINT. La orientacién de cDNA de FLINT humana y la secuencia de nucledtidos se confirman
por digestion de restriccién y secuenciacion de la cadena doble del inserto. El producto de PCR del anidlogo de FLINT
amplificado de aproximadamente 900 pares de base se digirié6 con Nhel y Xbal de endonucleasas de restriccion,
respectivamente, para generar un fragmento que presenta extremos pegajosos de Nhel y Xbal. Este fragmento se ligé
posteriormente en un unico sitio de pLG3 para generar pldsmido recombinante pLG3-FLINT. El inserto que codifica
el andlogo se puede modificar en el término C del andlogo para introducir una casete de hexahistidina escindible (His6)
para facilitar la purificacién del andlogo.

Ejemplo 4
Aislamiento de clon de andlogo de FLINT de produccion alta a partir de transfectantes AVI2 RGT18

El pldsmido recombinante que porta el gen de FLINT codifica resistencia al metotrexato. Ademds, la construccién
contiene un gen que codifica un polipéptido fluorescente, GFP, en el mismo transcripto e inmediatamente 3’ al gen de
FLINT. Puesto que un alto nivel de expresién de GFP requeriria un nivel alto de expresién del mRNA de FLINT-GFP,
clones muy fluorescentes tendrian una probabilidad mayor de producir niveles altos de FLINT.

Se transfectan células de AV12 RGT18 usando un procedimiento con fosfato cdlcico con pldsmidos pIG1 recom-
binantes que contienen andlogos de FLINT. Se seleccionan y retinen células resistentes a metotrexato 250 nM. La
combinacidén de clones resistentes se somete a clasificacion asistida por fluorescencia (FACS) y las células que tienen
valores de fluorescencia en la cima del 5% de la poblacién se clasifican en una combinacién y como células indivi-
duales. Las combinaciones de alta fluorescencia se someten a dos ciclos sucesivos de clasificacion. Se analizan por
ELISA en cuanto a la produccién de andlogo de FLINT combinaciones y clones individuales de los ciclos primero y
segundo. Las combinaciones o clones que expresan andlogo de FLINT al nivel mds alto se usan para afinamiento y
purificacion de andlogo de FLINT.

Ejemplo 5
Cuantificacion de andlogos de FLINT

Los andlogos de FLINT se pueden cuantificar en medios en bruto de células transfectadas y durante el procedi-
miento de purificacién por ELISA desarrollada para FLINT. ELISA usa anticuerpo policlonal TKD-028(1494) anti-
FLINT como anticuerpo de captura y TKD-078A anti FLINT biotinilado como un anticuerpo primario en un ensayo
“sandwich”. ELISA se desarrolla por peroxidasa de rdbano amargo de caballo derivatizada de estreptavidina (SA-
HRP) usando OPD como sustrato y controlando la absorbancia a 490 mn. El intervalo util de una ELISA asi es de 0,2-
20 ng/ml.

Ejemplo 6
Andlogos de FLINT inhiben la apoptosis de células de Jurkat inducida por FasL

Se realiz6 un bioensayo que mide la prevencién de apotosis (esto es, supervivencia de células) usando FLINT y
una variedad de andlogos de FLINT producidos en cultivo de células mamiferas. A este fin se afadieron 25 ul de
células de Jurkat (5 x 10* células/pocillo) a cada pocillo de una placa de 96 pocillos y se mezclaron con 25 ul de FasL
recombinante humano (concentracién final 150 ng/ml) y 50 ul de FLINT o anélogo de FLINT. Se ensayaron diluciones
seriales variables de 0 a 1 mg/ml. Se incubaron las células a 37°C durante la noche. A cada pocillo se afladieron 20 ul
de compuesto de MTS tetrazolio (Promega Corporation, Madison, WI) y la incubacién se efectué durante 2 h a 37°C.
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Se midié la absorbancia a 490 nm usando un lector de placas.

Los resultados se resumen en la Tabla siguiente y en las Figs. 2-4. Los andlogos que cambiaban arginina en
glutamina en la posicién 218 presentaban actividad en este ensayo. La bioactividad no era funcién del tipo de célula
de la que se prepard la muestra. Por ejemplo, R218Q purificada de células AV12 (Fig. 2) o de células de 293 EDNA
(Fig. 3) fueron activas en el ensayo.

Un andlogo doble mutante que reemplazo treonina en la posicién 216 con prolina y arginina en la posicién 218
con glutamina fue activo en el ensayo. También fue activo el andlogo multisustituido [R34N, D36T, D194N, S196T,
R218Q)] en este ensayo (Fig. 4)

FLINT/analogo de FLINT | Inhibicidon de apoptosis de células
de Jurkat
FLINT ++
R218Q ++
R34N, D36T, R218Q
R34N, D36T, D194N, S196T, R218Q |
T216P, R218Q ++

Ejemplo de referencia 7
Ensayo de andlogos de FLINT para inhibicion de apoptosis de células de Jurkat inducida por FasL

Se realiza un bioensayo que mide al prevencién de apoptosis (esto es, supervivencia de células) usando FLINT
y una variedad en andlogos de FLINT (véase la siguiente Tabla) producidos en cultivo de células mamiferas. Los
analogos de FLINT a ensayar incluyen: G214(1), G214(2), G214(3), G214(4), G214(5); P215(1), P215(2), P215(3),
P215(4), P215(5); T216(1), T216(2), T216(3), T216(4), T216(5); P217(1), P217(2), P217(3), P217(4), P217(5); R218
(1), R218(2), R218(3), R218(4), R218(5); A219(1), A219(2), A219(3), A219(4), A219(5); G220(1), G220(2), G220
(3), G220(4), G220(5); R221(1), R221(2), R221(3), R221(4), R221(5); A222(1), A222(2), A222(3), A222(3), A222
(4), A222(5). Los niimeros entre paréntesis designan subgrupo de aminoacidos especificos como sigue, con tal que el
resto de reemplazo no sea el mismo que el de FLINT nativo.

(1) cualquiera de los 20 aminodcidos naturales;

(2) Asp o Glu;

(3) His, Arg o Lys;

(4) Cys, Thr, Ser, Gly, Asn, Gln, Tyr;

(5) Ala, Pro, Met, Leu, Ile, Val, Phe, Trp.

A este fin se afiadieron 25 ul de células de Jurkat (5 x 10* células/pocillo) a cada pocillo de una placa de 96

pocillos y se mezclaron con 25 ul de FasL recombinante humano (concentracién final 150 ng/ml) y 50 ul de FLINT o
analogo de FLINT. Se ensayaron diluciones seriales variables de 0 a 1 mg/ml. Se incubaron las células a 37°C durante

la noche. A cada pocillo se aiadieron 20 1 de compuesto de MTS tetrazolio (Promega Corporation, Madison, WI) y
la incubacién se efectué durante 2 h a 37°C. Se midié la absorbancia a 490 nm usando un lector de placas.
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Ensayo de analogos de FLINT representativos para
actividad bioldgica
G214D, G214H, G214T, G214A
P215D, P215H, P215T, P215A
T216D, T216H, T2216S, T216A
P217D, P217H, P217T, P217A
A218D, A219H, A219T, A219M
G220D, G220H, G220T, G220A
R221D, R221H, R221T, R221A
A222D, A222H, A222T, A222M ,

Ejemplo 8
Purificacion a gran escala de polipéptidos de andlogo de FLINT

Se produce a gran escala andlogo de FLINT (que contiene una etiqueta de 6 histidina) haciendo crecer masas
estables en botellas rodillo. Después de alcanzar confluencia, las células se cultivan mds en medio exento de suero
durante 5-7 dias para secretar en el medio cantidades maximas de FLINT. El medio que contiene andlogo de FLINT
se concentra a 350 ml en un sistema de filtracion tangencial Amicon ProFlux M12. El medio concentrado se hace
pasar sobre una columna IMAC (cromatografia inmovilizada de afinidad de metal) (Pharmacia, columna de 5 a 10
ml) a un caudal de 1 ml/min. La columna se lava con tampén A (PBS, NaCl 0,5 M, pH 7) hasta que la absorbancia
(280 nm) retorné a la linea de base y el polipéptido unido se eluy6 con un gradiente lineal de imidazol de 0,025 M-0,5
M (en tampdn A) desarrollado durante 60 min. Se combinan las fracciones que contienen el andlogo de FLINT. Este
material se hace pasar sobre una columna de benzamidina-sefarosa (1 a 5 ml) para eliminar la trombina a un caudal de
1 ml/min. El flujo de la columna que contiene el andlogo de FLINT se concentra a 2 ml usando una unidad de filtracién
centrifuga Ultrafree (Millipore). Este material se hace pasar sobre una columna de clasificacién 16/60 Superdex 200
(Pharmacia) equilibrada con PBS, NaCl 0,5 M, pH 7.4. Las fracciones que contienen el andlogo de FLINT se analizan
por SDS-PAGE y la secuencia N-terminal del polipéptido purificado confirmé que era FLINT.

Ejemplo 9
Caracterizacion biofisica de andlogos de FLINT purificados
La integridad estructural y la estabilidad quimica de los andlogos de FLINT se caracterizan como sigue:

El andlisis estructural de las proteinas incluye la estimacion de la estructura secundaria normalmente obtenida por
analisis de UV lejano CD. Usualmente se usan 100 ul de 1 mg/ml de andlogo de LINT en tampén de fosfato, pH
7,4, para barrer una anchura de banda de 1 nm de 140-180 nm en etapas de 0,5 nm, con un tiempo constante de 3 s,
una media de 3 barridos en una celda de 0,01 cm a temperatura ambiente. Se obtienen espectros de UV cercano CD
que dan informacién sobre la estructura terciaria de 240-350 nm, etapas de 0,5 nm, anchura de banda, 5 s de tiempo
constante, con una media de 3 barridos a temperatura ambiente.

Se mide la fluorescencia intrinseca de triptéfano con los siguientes pardmetros: excitaciéon a través de una célula
de 1 cm de longitud de paso a 298 nm con una anchura de ranura de 2/2 nm, con emisién recogida a 305-400 nm
con anchura de ranura de 2/2 nm, etapa de 0,5 nm, a través de una longitud de paso de 0,4 cm con 1 s de tiempo
de integracion. Generalmente, un “desplazamiento azul” es indicador de que los restos aromaticos estan enterrados
mads profundamente en la estructura de la proteina y frecuentemente estdn acompanados de propiedades farmacéuticas
mejoradas.

La estructura cuaternaria de los andlogos de FLINT se puede examinar por andlisis de sedimentacion en equilibrio
realizado en una ultracentrifugadora con celdas de 3 mm de ancho. Se prefieren andlogos de FLINT con valores de
sedimentacién en equilibrio similares comparativamente a los de andlogos de FLINT nativos.

El andlisis de la estabilidad fisica incluye el examen de la propensién a la agregacion de los andlogos de FLINT
como reflejo de sus propiedades de superficie. En los parrafos siguientes se describen ensayos de estabilidad fisica.

Ensayo de dispersion dindmica de luz (DLS): Se diluye una solucién de andlogo de FLINT en (a) PBS, pH 7, o
(b) PBS, NaCl 0,5 M o (c) PBS, pH 7,4 y 3 mg/ml de m-cresol, que contenia de 0,1 a 5 mg/ml de proteina. El pH
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se ajusta a 7,4 (+ 0,05) con HCI/NaOH y se filtra a un tubo de ensayo de vidrio tipo I de borosilice, de 6 x 50 mm.
Se recoge el tamafio de particula ponderal medio de intensidad de dispersion de la luz en un instrumento Brookhaven
B1900 constituido por un goniémetro a un dngulo de 90°, correlator digital y un laser iénico de argén Lexel modelo
3500 ajustado a la linea de 488 nm. Se analiza por el procedimiento de acumulacién la funcién C(t) de autocorrelaciéon
determinada experimentalmente para obtener el didmetro hidrodindmico. El tiempo antes de un cambio significativo
del tamafio de particula o tiempo de demora se determina por ajuste de trazos lineales a los datos de puntos de fase de
precrecimiento y crecimiento. La interseccion se define como tiempo de demora. Generalmente, una dispersion de la
luz aminorada por un andlogo en comparacion con FLINT nativa a la misma concentracién y temperatura es indicativa
de estabilidad fisica.

Calorimetria diferencia de barrido (DSC): La estabilidad fisica se refleja también en la temperatura de fusion (p.f.)
de la proteina por DSC (calorimetria diferencial de barrido). Usualmente, el barrido de andlogos de FLINT se hace
desde 5° a 100°C con una velocidad de barrido de 60°C/h y un pardmetro de filtracién de 16 segundos. Generalmente,
temperaturas de fusién mads altas son indicativas de estabilidad fisica.

La estabilidad quimica de andlogos de FLINT diluidos a 5 mg/ml se controla por andlisis por HPLC en fase inversa
(RP-HPLC) y cromatografia de exclusién de tamafios. El procedimiento en fase inversa estd constituido por sistemas
de gradiente de acetonitrilo/TFA optimizados para FLINT con deteccién a 214 nm usando una columna Zorbex 300SB-
CB a 40°C. El procedimiento de exclusion de tamafios estd constituido por una fase mévil de PBS a pH 7,4 en una
columna Superdex-75 (3,2x300 mm) a temperatura ambiente. Generalmente, los cambios en el cromatograma de fase
inversa son indicativos de inestabilidad quimica.

Ejemplo 10

Ensayo in vivo de andlogos de FLINT para tratamiento de una lesion del higado

Se indujo in vivo una lesion del higado en un modelo de ratén usando el procedimiento de Tsuji H. y otros, 1997,
Infection and Immunity, 65(5): 1892-1898. Se retd a los ratones con una dosis baja de lipopolisacarido (LPS) para
inducir lesién hepatica aguda y masiva. Se determiné la capacidad de FLINT y andlogos de FLINT de proteger frente
alainflamacién aguda y la apoptosis. En resumen, se administraron intravenosamente (vena lateral de la cola) a ratones
BALBc (Harlan) inyecciones de 6 mg de D-(+)-galactosamina (Sigma, 39F-0539) en 100 ul de PBS (GIBCO-BRL) y
3 ug de lipopolisacdrido B de E. Coli 026.B6 (LPS) (Difco, 3020-25-2) en 100 ul de PBS. Después del reto con LPS,
se administré a los animales por via intravenosa FLIN (1-200 ug) o un andlogo de FLINT (1-200 ug) 4 horas después
del tratamiento con LPS. Los grados de supervivencia de los ratones se determinaron después de 48 horas (véase Fig.
7).

Se observd una correlacion entre el porcentaje de supervivencia de los animales y la cantidad de FLINT o andlogo
administrada. En un estudio que involucraba 5 animales por grupo de ensayo, los andlogos R218Q y [R34N, D36T,
D194N, S196T, R218Q] protegian los animales frente a la lesion del higado de una manera dependiente de la dosis
(véase Fig. 7). En un segundo experimento, que involucraba 10 animales por grupo de ensayo, sobrevivian 7 de 10
animales a las 24 horas después del tratamiento con FLINT, R218Q y [R34N, D36T, D194N, S196T, R218Q.]. A
las 24 horas después del tratamiento 7 de 10 animales sobrevivian con tratamiento de FLINT, y 6 de 10 animales
sobrevivian con R218Q o [R34N, D36T, D194N, S196T, R218Q].

Ejemplo 11
Ensayo de union de andlogo de FLINT/ligando de FAS

Se puede confirmar la unién entre andlogos de FLINT y ligando de Fas y se pueden determinar las propiedades
de unién (por ejemplo, cinética, especifidad, afinidad, cooperatividad, patrén relativo de unién) usando andlisis de
interaccién biomolecular en tiempo real (en lo que sigue, BIA). Para controlar interacciones biomoleculares, BIA
usa resonancia 6ptica de plasmén de superficie. La deteccion de interacciones de unién depende de cambios en la
concentracion de masa de macromoléculas en la interfaz bioespecifica. Se usaron los materiales y procedimientos
siguientes:

Dispositivo Biacore® 2000 (Biacores AB, Rapsgatan 7, S-754 50 Uppsala, Suecia Chip sensor CM5 (Biacore)

Kit de acoplamiento de amina (Biacore)

Tamp6n de lavado: HBS-EP (Biacore)

Solucién de isotiocianato de guanidina (GibcoBRL)

Ligando de Fas (Kamiya Biomedical Company, 910 Industry Drive, Seattle, WA 98100)

Andlogos de FLINT

Quimeras de Fas/Fc (R&D Systems)
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Protocolo de inmovilizacion

Se inmoviliza FasL o el andlogo de FLINT a través de su grupo amina primaria sobre restos de lisina en polimero
de carboximetildextrano unido a una superficie de oro (Sensor Chip CMS5). La inmovilizacién se realiza usando el kit
de acoplamiento de amina (Biacore) de acuerdo con el protocolo del fabricante. En resumen, 100 ul de solucion de
FasL o andlogo de FLINT (10-25 pg/ml en tampén de acetato 20 mM, pH 5,0) se carga en un chipo CMS5 activado.
Después de acoplamiento, se desactiva el exceso de grupos reactivos de la superficie con hidrocloruro de etanolamina
1 M, pH 8,5. Luego se lava el chip con tamp6n de acetato sédico 20 mM, pH 5,0, para eliminar material unido no
covalentemente.

Andlisis de interaccion

Para analizar la interaccion entre FasL y los andlogos de FLINT, se hacen pasar soluciones que contienen andlogos
de FLINT sobre el chip que contiene FasL y se inmovilizan sobre él. La cantidad de andlogo de FLINT asociado
con FasL se determina midiendo la sefial de resonancia de plasmdn de superficie (en unidades de respuesta, RU).
Tipicamente, se cargan sobre el chip sensor durante 10 min, a un caudal de 5 ul/min, soluciones de andlogo de FLINT
a diferentes concentraciones en tampén de HBS-ET. Luego se lava el chip con tampén de HBS-Et (Hepes 10 mM, pH
7,4; NaCl 150 mM, EDTA 3 mM, 0,005% de tensioactivo P20) durante 2 min a un caudal de 5 ul/min. Se regenera
luego la superficie bioactiva del chip por exposicién a isotiocianato de guanidina 0,8 M durante 2 min a un caudal de
5 pl/min y luego con tampén de HBS-EP durante 2 min a un caudal de 5 ul/min.

También se puede hacer la reaccion inversa en la que una solucién de FasL se hace pasar por un chip de tiene un
analogo de FLINT inmovilizado en él. La cantidad de FasL asociada con el andlogo de FLINT se determina usando
sefial de resonancia de plasmén de superficie (en unidades de respuesta, RU).

Determinacion de constantes de actividad

Se evaldan los datos y se determinan los pardmetros de unién usando software 3.02 de evaluacion por BIA (Biaco-
re). Se determind la Kd para la interaccién entre FLINT y FasL y se determiné Fas usando los protocoloes descritos

antes. Los resultados se indican seguidamente:

Moléculas de interaccion

Kd inmovilizada (nM)- en solucién
Ligando de Fas (mondmero)- FLINT
1,13x1077
Ligando de Fas (mondémero)- Fas
1,62x1077
Anélogo de FLINT- ligando de Fas (trimero)
0,63x107°
Ejemplo 12

Digestion analitica con trombina de FLINT y andlogos de FLINT

En tubos de reaccién separados se incubaron 1 ug de FLINT y 1 ug de los andlogos de FLINT R218Q, [R34N,
D36T] y [R34N, D36T, D194N, S196T, R218Q] en un tampdn que contenia Tris 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4 o
PBS; NaCl 0,5 M, 10% de glicerol y trombina en una proporciéon ponderal de 1 a 100 (trombina a FLINT/andlogo).
Las mezclas de reaccion se incubaron durante tiempos variables a 25°C o 37°C. Se analizaron partes alicuotas de las
mezclas de reaccion por SDS-PAGE para detectar escision en la posicion 218. Los resultados se presentan en la Tabla
1. Como se esperaba, la FLINT fue digerida por trombina para producir el metabolito de FLINT. Por ejemplo, a los 50
min, se proteolizo casi la mitad de FLINT y un andlogo de control [R34N, D36T], en 4 h se proteolizé mas de 90%. A
diferencia, no se detectd proteolisis en la posicién 218 en muestras de los andlogos R218Q y [R34N, D36T, D194N,
S196T, R218Q)] incluso fuera del punto de tiempo de 4 horas (Fig. 1).

Ejemplo 13

Estabilidad metabdlica in vitro del andlogo de FLINT R218Q

Se suministré FLINT derivada de células AV12 como solucién de 0,16 mg/ml en solucién salina tamponada con
fosfato/NaCl 0,5 M/10% de glicerol. Se suministré andlogo de FLINT (R218Q) derivado de células 293 EBNA como
solucién de 0,12 mg/ml en solucién salina tamponada con fosfato/NaCl 0,5 M/10% de glicerol. Los materiales se
almacenaron a 4°C hasta que se usaron. FLINT y el andlogo de FLINT (R218Q) se radiomarcaron con '*I-Nal usando
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el reactivo de yoduracién IODO-BEADS (PIERCE). Los articulos de ensayo radiomarcados eran precipitables en mas
de 90% en 4cido trifluoroacético. Las proteinas radiomarcadas se almacenaron a -20°C hasta su uso.

Para los andlisis in vitro, se recogieron en tubos de coagulacién (tubos de suero, sin anticoagulante) mediante
puncién cardiaca muestras de sangre de ratones ICR hembra (que pesaban 35 a 45 g). Inmediatamente después a los
tubos con la sangre recogida se afiadié '*I-FLINT o '*I-andlogo de FLINT (R218Q). Los tubos se pusieron luego en
un bafio de agua a 37°C y se dejé que coagularan durante 1 h. Se prepard el suero por sedimentacién y se ensayé por
HPLC en fase inversa.

Las muestras de suero o plasma se aplicaron directamente a una columna C4 de Vydac (4,6 x 250 mm). Los (el)
compuesto(s) se eluyeron de la columna con un gradiente lineal de 15-55% de B en 40 min a 1 ml/min. Disolvente
A = H,0/0,1% de TFA; disolvente B = acetonitrilo/0,08% de TFA. El eluido se controlé a 214 nm. Se recogieron
fracciones (1 ml) del eluido de la columna. La radiactividad de las fracciones se analiz6 directamente por recuento de

Y.
Incubacion in vitro
Después de 1 h de incubacién con sangre de ratones ICR, aproximadamente el 70% de 'I-FLINT se habia de-
gradado a un producto que tenia las caracteristicas de retencién del metabolito de FLINT (esto es, restos 1-218 de
SEQ ID n°. 1) (Fig. 5A). A diferencia, el andlogo de FLINT (R218Q) era completamente resistente a la degradacién
proteolitica (Fig. 5B).
Ejemplo 14

Estabilidad metabdlica in vivo del andlogo de FLINT R218Q

Se realizaron en ratones hembra (peso corporal 35-45 g) estudios disefiados para ensayar la estabilidad y resistencia
de andlogos de FLINT a la digestion proteolitica in vivo. Se diluyé FLINT y andlogo de FLINT (R218Q) en solucién
salina tamponada con fosfato/10% de glicerol para obtener soluciones de dosis que tenfan una concentracion final de 75
pg/ml. Se administraron FLINT y andlogo de FLINT (R218Q) a ratones ICR (n = 2) como tnico bolo intravenoso por
la vena de la cola (15 ug/animal) en un volumen de 0,2 ml. A las 0,25 horas después de la administracién intravenosa
de los articulos a ensayar, se recogieron por puncién cardiaca muestras de sangre en tubos de EDTA que contenian
0,01 ml de una mezcla inhibidora de proteasa (AEBSF 0,5 mM, aprotinina 150 nM, E-64 1 uM, leupeptina 1 uM)
y se prepard plasma por sedimentacion. Las concentraciones en plasma de FLINT o anédlogo de FLINT (R218Q) se
determinaron por ELISA y se determiné la inmunorreactividad de FLINT usando HPLC en fase inversa segtn se
describe seguidamente.

ELISA de FLINT

Se cultivaron durante la noche pocillos de una placa de 96 pocillos con anticuerpo policlonal purificado TKD-
028-1494 (5 pg/ml, 0,1 ml/pocillo). Después de lavado, se aiadieron las muestras en un volumen de 50 ul/pocillo y
se incubaron a temperatura ambiente durante 2 h. Después de lavar, se afiadi6 Ab TKD-076A biotinilado (dilucién
1:4000, 50 wpl/pocillo) y se incubd a temperatura ambiente durante 1 h. Después de lavar, se afiadié estreptavidin-
fosfatasa alcalina (Boehringer Ingelheim) (dilucién 1:1000, 50 ul/pocillo) y se incubé a temperatura ambiente durante
12 h. La deteccion se realiz6 con sustrato Attophos™©. La LOQ del ensayo se determiné que era de aproximadamente
0,5 ng/ml.

El andlisis ELISA revel6 que las concentraciones en plasma de FLINT y andlogo de FLINT (R218Q) eran com-
parables (aproximadamente 200-300 ng/ml) cuando se midieron 15 min después de administracién intravenosa. Sin
embargo, con el fin de distinguir entre FLINT de longitud completa y FLINT metabdlico (esto es, restos 1-216 de
SEQ ID n°. 1), se realizé RP-HPLC. Las fracciones recogidas se concentraron a sequedad en un instrumento Speed-
Vac (Savant Instruments), se volvieron a poner en suspensién en PBS/BSA al 0,1% y se ensayaron por ELISA.

El fraccionamiento por RP-HPLC indicé que el metabolito de FLINT (1-218) representaba aproximadamente 50%
de la inmunorreactividad circulante 15 min después de la administracién de FLINT nativa (Fig. 6A). Esencialmente, de
toda la inmunorreactividad era responsable el andlogo de FLINT (R218Q), lo que indica resistencia a la degradacién
proteolitica en la posicién de R218Q (Fig. 6B).

Ejemplo 15
Uso de andlogo de FLINT para tratar un paciente de ALI

Un hombre de 55 afios se presenta inconsciente en el departamento de emergencias. Su familia indica que habia
sido tratado de bronquitis como paciente externo No tenfa una historia pasada relevante y su tinica medicacion habia
sido una cefalosporina de tercera generacion. El examen fisico revela un hombre cianético aturdido, que es hipotenso,
taquineico y taquicardico, con una congestion pulmonar bilateral compatible con edema pulmonar. No hay eviden-
cia de fallo cardiaco congestivo. Los ensayos revelan hipoxemia (basada en PaO2/FiO2) e infiltraciones pulmonares
bilaterales sin cardiomegalia, consistente con un diagnéstico de lesién pulmonar aguda. Sobre la base de la historia
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se concluye que la lesiéon pulmonar era resultado directo de neumonia adquirida en la comunidad y que el paciente
satisfizo el criterio de hipoxemia para ALI en las dltimas 12 h. Las medidas de ventilacién incluyen el uso de PEEP y
un bajo volumen tidal. Tan pronto como se confirma una oxigenacién adecuada, se inicia el tratamiento con el andlogo
de FLINT R218Q en ER como bolo i.v. de 2,5 mg/kg seguido de infusién continua de 0,1 mg/min. Se continta el trata-
miento con el andlogo de FLINT R218Q junto con medidas de soporte agresivas (por ejemplo, ventilacién progresiva,
fluidos intravenosos, hipertensores y soporte nutricional) durante 4 dias en la UCI, a cuyo término se interrumpe el
andlogo de FLINT. A lo largo de los 3 dias siguientes, el paciente empieza a recuperarse y es extubado a los 8 dias.
Tiene una recuperacion tranquila y a los 6 meses de la descarga no tiene evidencia de enfermedad pulmonar residual
por gas en sangre y espirometria.
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REIVINDICACIONES

1. Un andlogo de FLINT resistente a la proteolisis por una proteasa del tipo tripsina entre las posiciones 218 'y 219
de SEQ ID n°. 1 o entre las posiciones 247 y 248 de SEQ ID n°. 3, y activo en la unién de Ligando de Fas (FasL) y/o
LIGHT, en el que Arg en la posicién 218 de SEQ ID n°. 1 o la posicién 247 de SEQ ID n°. 3 estd remplazado por Gln,
y en el que el mencionado andlogo es en como minimo 97% idéntico a SEQ ID n°. 1 o SEQ ID n®. 3.

2. Un andlogo de FLINT de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que Arg en la posicién 34 de SEQ ID n°. 1 o la
posicion 63 de EQ ID n°. 3 esta remplazado por Asn, y Asp en la posicién 36 de SEQ ID n°. 1 0 65 de SEQ ID n°. 3
esta remplazado por Thr.

3. Un andlogo de FLINT de acuerdo con la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, en el que Asp en la posicién 194
de SEQ ID n°. 1 o la posicién 223 de SEQ ID n°. 3 esta remplazado por Asn, y Ser en la posicién 196 de SEQ ID n°.
1 o la posicién 225 de SEQ ID n°. 3 estd remplazado por Thr.

4. Un andlogo de FLINT de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que Thr en la
posicion 216 de SEQ ID n°. 1 o la posicién 245 de SEQ ID n°. 3 estd remplazado por Pro.

5. Un andlogo de FLINT de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ
ID n°. 1, en el que Arg en la posicion 218 estd sustituido por Gln.

6. Un 4cido nucleico que codifica una proteina de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

7. Un vector que comprende el 4cido nucleico de la reivindicacion 6.

8. Una célula hospedante recombinante que comprende un vector de la reivindicacién 7.

9. Un andlogo de FLINT de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para uso como medicamento.

10. Uso de un andlogo de FLINT de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para la fabricacién
de un medicamento para el tratamiento de una lesién pulmonar aguda, un sindrome de distension respiratoria aguda o
una colitis ulcerosa.

11. Una formulacién farmacéutica que comprende como ingrediente activo un andlogo de FLINT de acuerdo

con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 asociado con uno o varios vehiculos, excipientes o diluyentes de €1
farmacéuticamente aceptables.

25



ES 2291 197 T3

A vyl
b B U4
NIt

A 9¢

ASS.

A 99
ALe

N9
3 007

o)joqejan .I.Illlv

Dol€ B UOIDDBaY
jlzes sod Brip ‘I NITH 8P 81T

i

e dod 61 |, ‘eaneu | N4

26



Abs (490 nm), Supervivencia de células
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FIG. 2
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FIG. 3
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Abs (490 nm), Supervivencia de células
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FIG. 4
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FIG. 5A
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Unidades fluorescentes
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FIG. 6A
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<110> Witcher, Derrick

Rathnachalam, Radhakrishnan

Micanovic, Radmila

ES 2291197 T3

LISTA DE SECUENCIAS

<120> Andlogos de FLINT resistentes a proteasas

<130> X-13161

<140>
<141>

<160> 9
<170> PatentIn Ver. 2.0

<210> 1

<211> 271

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1
val Ala

Arg Leu

50
Leu Cys

Gly Thr

Phe Ser
130

145

Pro Gly

Gln Asp
Ala Pro
210

Gln Leu
228

Gly Ala

Pro Gly

Glu
Val

Arg
3s

Gln

Gly
Ala
Glu

Pro
115

Ala
Ile
198
Glu

Lys

Leu

Thr

Cys
20
Asp

Phe
Glu

Cys
His
100
8er
Ser
Leu
Cys
Glu

180
Ser

Gly

Glu
260

Ala

Ser

Arg

8s
Ala
Glan
Ser
Gly
16S
Glu
Ile

Trp

Arg

Thr Tyr Pro Trp Arg Asp Ala

Gln Cys Pro
Pxro Thr Thr
40

Asn Tyr Leu
L1

Glu Glu Glu

Cys Arg Thr

Ser Cys Pro

Asn Thr Gln
120

Ser Ser Ser
13s

Leu Ala Leu
150

8er Cys Thr

Cys Glu Arxg
Lys Arg Leu
200

Gly Pro Thr
218

Arg Axg Leu
230

Val Arg Leu Leu

245
Arg

Ser vVal Arxg

10

Pro Gly Thr Phe

Cys Gly Pro Cys

Glu Arg Cys Arg
60

Ala Arg

Gly Phe
90

Pro Gly
105

Cys Gln
Glu Gin

Asn vVal

Gly Phe
170

Ala val
i8S

Gln Arg
Pro Axyg
Thr Glu

Gln Ala
250

Glu Arg
265

Ala
75
Phe

Ala

Pro

Cys

Pro
155
Pro
Ile

Leu

Ala

23s
Leu

Phe

Cys
Ala

Gly

Gln
140

Gly

Leu

Gly
220

Lau

Glu Thr Gly Glu
18

val
Pro

453
Ty
His
His
val
Pro
125
Ser
Ser
Phe
Glan
205
Arg
Gly

Val

Pro

Gln Arg Pro

30

Pro Axg His

Cys Asn Val

Ala
Ala
Ile
110
Pro
His

Ser

val
190

Ala

Ala

Ala

Ala

val
270

Thr
Gly

95
Ala

Gly

Ser
Arg
17s
Ala
Leu

Ala

Gln

2ss
Hies

His

80
Phe
Pro
Thr
Asn
His
160
val
Phe
Glu
Leu

240
Met
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<210> 2
<211> 813
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 2

‘gtggcagaaa

<210>3
<211> 300
<212> PRT

gcccagtgee
tgtggcecgt
tactgcaacg
aaccgtgecet
gcatcgtgte
tgccageegt
cececaccgea
gacaccctgt
gagtgtgage
cagcggetge
cgcgeggect
ggggcgetge
cggagegtce

<213> Homo sapiens

<400> 3

cacccaccta
ccccaggceac
gtccaccgey
tectetgegy
gccgetgecq
cacctggtyc
gececececagyg
actgcacgge
gcaccagetg
gtgccgteat
tgcaggeect
tgeagctgaa
tggtgegget
gtgagegett

ES 2291 197 T3

ccectggcegyg
ctttgtgcag
ccactacacyg
ggagcgtgag
caccggette
cggcgtgatt
caccttctca
cctgggectyg
cactggcette
cgactttgtyg
cgaggccceg
gctgegtegg
getgcaggceg
eccteecctgtg

gacgcagaga
cggeegtgec
cagttctgga
gaggaggcac
ttegegcacy
gcecegggca
gccageagcet
gcecctcaatg
ccecteagea
getttecagy
gagggcetggg
cggctcacygg
ctgcgegtyg
cac

caggggagceg
gccgagacag
actacctgga
gggcetegeca
ctggtetctg
cccccageca
ccagctcaga
tgccaggcetce
ccagggtacc
acatctccat
gtccgacace
agctcctgqg
ccaggatgcce

getggtgtge
ccccacgacy
gegetgeege
cgccacceac
cttggagcac
gaacacgcag
gcagtgccag
ttccteccat
aggagctgag
caagaggctg
asgggcggge
ggcgeaggac
cgggctggag

60

120
180
240
300
360
420
480
S40
600
660
720
780
813

Cys
Asp
65

Phe

Glu

His

8er
1435

Ser

Arg

Pro
Ala
50

Ser

Arg
Arg
Ala
130
Gln

Ser

Gly

Ala

Leu

Glu Gly Pro Gly
S

Pro Ala lLeu Leu Pro Val

Thr
38

Gln

Pro Thxr Thr Cys

20

Tyx

Cys

Pro Trp Arg Asp
40

Pro Pro Gly Thr
L1

Gly Pro
70

Asn Tyr Leu Glu Arg Cys

Glu

Cys
1S

Ser

Ser

Leu

GlueGlu Ala

100

Arg

Cys

Thr

Ser

Ala

8s

Arg Ala

Thr Gly Phe Phe
120

Pro Pro Gly Ala
138
Gln Pro

Gln Cys
150

Ser Glu
165

Gln Cys

Leu Asn val Pro

Pro

28

Ala

Phe

Cys

Arg

Cys

105

Ala

Gly

Cys

Gln

Gly

Ser
10
Ala

Glu

Pro

90

His

His

val

Pro
170

Ser

Leu

Val

Thr

Gln

Pro

s

Cys

Ala
Ile
Pro
158

Ris

Sex

Lau
Arg
Gly
Arg

Arg

Thr
Gly
Ala
140
Gly

Arg

Ser

Cys Leu Val Leu
1s

Gly Val Ala Glu
30

Glu Arg Leu Val
45

Pro Cys Arg Axg

His Tyr Thr Gln

a0
val Leu Cys Gly
1
His Asn Arg Ala
110

Phe
125

Cys Leu Glu

Pro Gly Thr Pro

Thr Phe Ser Ala

160
Asn Cys Thr Ala
178

His Asp Thr Leu
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<210>4

180

Cys Thr Ser Cys
195

Glu Glu Cys Glu
210

Ser Ile Lys Arxg
225

Gly Txp Gly Pro
Leu Arg Arg Arg
260

Leu Val Arg Leu
278

Glu Arg Ser val
290

<211>29
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 4

Met Axrg Ala Leu Gl
1

ES 2291197 T3

Thx Gly Pha Pro Leu Ser Thr Arg Val Pro Gly Ala

Axrg Ala val Ile
215

Leu Gln Arg Leu
230

Thr Pro Arg Ala
245

Leu Thr Glu Leu

Leu Gln Ala Leu
280

Arg Glu Arg Phe
295

S

188

205

1%0

AsSp Phe Val Ala Phe Gln Asp Ile

220

Leu Gln Ala Leu Glu Ala Pro Glu

235

240

Gly Axg Ala Ala Leu Gln Leu Lys

250

2585

Leu Gly Ala Gln Asp Gly Ala Leu

265

270

Arg Val Ala Arg Met Pro Gly leu

Leu Pro Val His
300

10

285

Ala Leu Pro Ala Leu Leu Pro Val Pro Ala Val Arg Gly

<210>5
<211> 39
<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

20

<223> Descripcién de secuencia artificial: oligocebador

<400> 5

gcaccagggt accaggagct gaggagtgtg agegtgecg

<210> 6
<211 44

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> descripcién de Secuencia Artificial: oligocebador

25

is

u Gly Pro Gly Leu Ser Leu Leu Cys Leu Val Leu

39
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ES 2291197 T3

<400> 6
tcagctgeaa ggeggegege cecgettgtg gtgtcggace ccag

<210>7

<211> 44

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia artificial: oligocebador

<400> 7

ggggtecgac accacaageg gggegegeeg cettgeaget gaga

<210> 8

<211>43

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: oligocebador

<400> 8
gcacagaatt catcagtgea cagggaggaa gegetcacgg acg

<210>9

<211> 936

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (25)..(924)

44

44

43
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<400> 9

ES 2291 197 T3

gcetcetecctg ctocageaag gace atg agg gcg ctg gag ggg cca ggc ctg
Met Arg Ala Leu Glu Gly Pro Gly Lau

teg
Ser

10
gct
Ala

gag
Glu

gtg
val

cca
Pro
tac

90
Ccac

His

cac
His

gtg
Val

ccce
Pro

ccc

ctg
Leu

gta
val

aca

cag
Gln
ccg

78
tge
Cys

gce

ctg
Leu

cge
Arg

999
Gly

cgg

Arg
€0

cgc
Arg

ace

Ala Thr

gct
Ala

att
Ile

cca
Pro
15s

cac

ggt
Gly

gce
Ala
160

ggc
Gly

cge

tgc ctg gtg

Cys

gga
Gly

gag
Glu
45

ccg

cac
His

gee
val

cac
His

tte

128

aac

Leu

qtg
val
a0

cq9

tge
Cys

tac
Tyrx

cte

aac

110

tgc

ggc
Gly

ttc
Phe

tgc

val
15

gca
Ala

ctg

cgc
Arg

ttg
Leu

b ¢

gcg
Ala

aca
T™hr

tge

val cys

acg cag

tgc

ttg

ace
Thr

tca
Ser

gcc
Ala

gag
Glu

cce
Pro

gec
Ala
160

gee

gag
Glu

tgc

cac
His

age
145

agce
Ser

ctg

ctg
Leu

cece

gce
Ala
%0

Ser

tgg

Arg

cge
Axg

gca
Ala
120
cag
Gln

agc

g9¢

cct
Pro

ace

3s

cag

cce
Pro

aac

gag
Gln

tgce

cys
118

tcg
Ser

tce
Ser

ctg

gce
AMa
20

tac
Tyr

tgce

Glu
100

cgc

tgt

age
Ser

gce

5
ctg
Leu

({14
Pro

cce
Pro

acg

ctg
Lsu
8s

gag
Glu

acec

cca
Pro

cag
Gln

tca
Ser
165

cte

ctg ccg gtg ccg
Leu Pro Val Pro

cct
Pro

tge
Cys
150

gag
Glu

att

Glan

cag
Gln

gtg

ccg tgc
Pro Cys

tgc cag
Cys Gln

cca ggc

51

147

195

243

291

339

387

435

483

$31

579
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170

tce
Ser

agc
Serx

(424

cag
Gln

cge
Arg
250

Gly

gtg
val

cct
Pro

His

tee
Ser

acc
Thr

gty
val

gece
Ala
238

gcg
Ala

gcg
Ala

gcc
Ala

gtg
Val

Arg

tece
Ser

Ala
220

cte
Leu

gce
Ala

cag
Gln

cac
His
300

Asn
175

cat gac acc

His Asp Thr
1%0

gta cca
val
20S

ttc cag gac
Phe Gin Asp I

gag gcc
Glu Ala Pro

2
ttg

cag ctg

l.au Gln Leu Lys

253

gac 999 g9cg9
Asp Gly Ala
270

atg
Met
283

ccc 999

tgatcetgge cc

ctg
Leu Cys Thr

gga gct gag gag
Pro Gly Ala Glu Glu Cys
aag

ate

ccg gag
Glu Gly Trp Ala Pro

Pro Gly Leu

ES 2291 197 T3

180

tgc acc agec tgce
Ser Cys
195

tgt

23

210

tce ate
le Ser Ile
228

agg
Lys Axg

40

act
Thr

cgt
Arg

ctg

cgt

Cys Thr Ala Leu Gly Leu Ala Leu Ile

val

tte
Phe

gte
val
215

agg
Arg

q9&g
Glu

gcyg
Ala

cge
Arg
298

cce
200
ate

Ile

ctg

gcg

ctc

ctg
280

ttc
Phe

Gly
183

cte

ctg

Gly

ctg
268
cgc
Arg

cte
Leu

627

673

723

Rt

819

867

213

936
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