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DESCRIPCION

Ligando (ACT-4-L) para un receptor situado sobre la superficie de las células T CD4* activadas.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere de manera general al aislamiento y caracterizacién de un ligando (ACT-4-L) para
un receptor situado sobre la superficie de las células T CD4* activadas. Asimismo, la presente invencién proporcio-
na anticuerpos contra el ligando y procedimientos para utilizar el ligando y los anticuerpos en el seguimiento y/o
modulacién de las respuestas inmunolégicas.

Antecedentes de la invencion

Las respuestas inmunolédgicas se encuentran mayoritariamente mediadas por una coleccién diversa de células san-
guineas periféricas denominadas leucocitos. Entre los leucocitos se incluyen linfocitos, granulocitos y monocitos. Los
granulocitos se subdividen adicionalmente en neutrdfilos, eosinéfilos y basdfilos. Los linfocitos se subdividen adicio-
nalmente en linfocitos T y B. Los linfocitos T se originan en las células madre del embrién asignadas a linfocitos. La
diferenciacion se produce en el timo y sigue las etapas intermedias protimocitica, timocitica cortical y timocitica me-
dular, produciendo diversos tipos de células T maduras. Entre estos subtipos se incluyen las células T CD8* (también
conocidas como células T citotdxicas/supresoras) que, al activarse, presentan la capacidad de lisar células diana, y las
células T CD4* (también conocidas como células T ayudantes y células T inductoras) que, al activarse, presentan la
capacidad de estimular otros tipos celulares del sistema inmunolégico.

Las respuestas del sistema inmunolégico se inducen en varias situaciones diferentes. La respuesta mas frecuente
es una proteccién deseable frente a microorganismos infecciosos. Sin embargo, puede producirse una respuesta in-
munoldgica no deseada tras el trasplante de tejido fordneo o en una enfermedad autoinmunoldgica, en la que uno de
los propios antigenos del cuerpo es la diana para la respuesta inmunoldgica. Las respuestas inmunolégicas también
pueden ser iniciadas in vitro por mitdgenos o anticuerpos contra determinados receptores. En cada una de estas si-
tuaciones, se transduce una respuesta inmunoldgica a partir de un suceso de estimulacién mediante una interaccién
compleja de tipos celulares leucociticos. Sin embargo, los tipos celulares participantes y la naturaleza de la interaccién
entre los tipos celulares puede variar para diferentes sucesos de estimulacién. Por ejemplo, las respuestas inmunolégi-
cas contra las bacterias invasoras con frecuencia se transducen mediante la formacién de complejos entre un receptor
del MHC de clase II y un antigeno bacteriano, que después activan células T CD4*. En contraste, las respuestas inmu-
noldgicas contra infecciones viricas son transducidas principalmente por la formacién de complejos de MHC de clase
I/antigenos viricos y la posterior activacion de las células CDS8*.

En afios recientes se han identificado muchos antigenos de superficie celular de leucocitos, algunos de los cuales se
ha demostrado que presentan un papel en la transduccidn de sefiales. Se ha descubierto que pueden transducirse sefiales
entre un receptor de superficie celular y un ligando soluble o un ligando unido a la superficie celular. Las secuencias
de aminoécidos de las moléculas de superficie de los leucocitos comprenden varias secuencias 0 motivos recurrentes
caracteristicos. Estos motivos se ha predicho que se encuentran relacionados evolutivamente, presentan patrones de
plegamiento similares y median en tipos similares de interacciones. Se han descrito varias superfamilias, incluyendo
las superfamilias de receptor de inmunoglobulina y de receptor del factor de crecimiento nervioso. Entre los miembros
de la familia del receptor del factor de crecimiento nervioso se incluyen NGFR, presente sobre las células neurales, el
antigeno CD40 de las células B, el antigeno OX-40 de rata, presente sobre las células CD4" activadas (Mallet et al.,
EMBO J. 9:1063-1068, 1990) (incorporado en la presente invencién como referencia a todos los fines), dos receptores
del factor de necrosis tumoral (TNF), LTNFR-1 y TNFR-II, presente en una diversidad de tipos celulares; 4-1BB
presente sobre las células T, SFV-T2, un marco de lectura abierta en el virus del fibroma de Shope, y posiblemente
fas, CD27 y CD30 (ver de manera general Mallet y Barclay, Immunology Today 12:220-222, 1990) (incorporado en
la presente invencién como referencia a todos los fines).

La identificacion de receptores de superficie celular ha sugerido nuevos agentes para suprimir respuestas inmuno-
l16gicas no deseables, tales como el rechazo del trasplante, la enfermedad autoinmunoldgica y la inflamacién. Algunos
agentes, particularmente los anticuerpos, que bloquean la unién de las células inmunolégicas a moléculas solubles o
receptores unidos a células puede afectar negativamente a las respuestas inmunoldgicas. Idealmente, un agente deberia
bloquear inicamente las respuestas inmunolégicas no deseadas (por ejemplo el rechazo del trasplante), dejando una
capacidad residual de producir respuestas deseables (por ejemplo la respuesta frente a microorganismos patogénicos).
La accién inmunosupresora de algunos agentes, por ejemplo los anticuerpos contra el receptor CD3 y el receptor IL-2,
ya han sido probados en ensayo clinico. Aunque algunos ensayos han mostrado resultados positivos, siguen existiendo
problemas significativos. En primer lugar, un paciente puede desarrollar una respuesta inmunoldgica contra el agente
de bloqueo, interrumpiendo los efectos inmunosupresores a menos que se encuentren disponibles otros agentes dife-
rentes. En segundo lugar, las células que expresan el antigeno diana podrian ser capaces de adaptarse a la presencia
del agente de bloqueo cesando la expresion del antigeno aunque conservando funciones inmunoldgicas. En esta situa-
cidn, resulta ineficaz el tratamiento continuo con un tnico agente inmunosupresor. En tercer lugar, muchas dianas para
agentes terapéuticos se encuentran situadas sobre mas de un subtipo de leucocito, con el resultado de que generalmente
no resulta posible bloquear o eliminar selectivamente la respuesta de tinicamente subtipos celulares especificos, y de
esta manera se conserva una capacidad inmunoldgica residual para combatir microorganismos infecciosos. Basandose
en lo anteriormente expuesto, resulta evidente que existe una necesidad de agentes adicionales y mejorados capaces
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de suprimir respuestas inmunoldgicas, particularmente agentes capaces de supresion selectiva. La presente invencién
satisface ésta y otras necesidades, en parte, al proporcionar un ligando (ACT-4-L) para un receptor localizado sobre
linfocitos T CD4* activados.

Godfrey et al., Tissue Antigens 42(4):253, describen un homélogo humano del antigeno OX-0 de rata. La secuencia
de aminoéacidos completa tal como se muestra en la fig. 10 se da a conocer en Muira et al., Mol. Cell Biol. 11:1313-
1325, 1991, como comprendiendo una proteina gp34, aunque no se asigna ninguna utilidad a la misma. Se cultivaron
anticuerpos contra esta proteina.

Sumario de la invencion

La invencién proporciona una pareja de unién especifica para un polipéptido receptor ACT-4 que es un polipéptido
seglin las reivindicaciones.

En particular la invencion se refiere a polipéptidos ligandos ACT-4L purificados segin las reivindicaciones.

Asimismo, la invencién proporciona dominios extracelulares purificados de ligandos ACT-4L segtn se define en
las reivindicaciones. Estos dominios comprenden por lo menos cinco aminoécidos contiguos del dominio extrace-
lular ACT-4-L-h-1 de longitud completa. El dominio extracelular se encuentra localizado en la regién C-terminal,
corriente abajo del sitio Smal de la secuencia de 4dcidos nucleicos mostrada en la figura 10. Algunos de estos dominios
extracelulares son de longitud completa.

Algunas parejas de unién especifica, tales como los dominios extracelulares, inhiben la activacion in vitro de
las células T CD4* que expresan el receptor ACT-4-h-1 sobre la superficie de las mismas. Otras parejas de unién
especifica, tales como los dominios extracelulares, estimulan la activacion in vitro de dichas células T. En el caso
de que la pareja de unién especifica sea un fragmento de ligando, puede competir con la pareja de unién especifica
mostrada en la figura 10 para la unién a un anticuerpo.

Cualquiera de las parejas de unién especifica anteriormente indicadas, incluyendo los dominios extracelulares,
puede comprender ademds un segundo polipéptido unido que puede conjugarse covalentemente o formar parte de una
proteina de fusion. Entre los ejemplos de polipéptidos unidos adecuados se incluyen la regién constante de una cadena
pesada de inmunoglobulina, asi como toxinas o marcajes.

Las parejas de union especifica de la invencién convenientemente se encuentran en forma soluble y pueden mar-
carse. En particular, la invencién proporciona un polipéptido soluble que es un agente de union especifica capaz de
unién especifica a ACT-4. Este polipéptido presentard la secuencia de aminoécidos de la figura 10, excepto por la
subsecuencia transmembranal de la misma.

Asimismo, la invencién se refiere a grupos de union, tales como anticuerpos segtin se definen en las reivindicacio-
nes, que se unen especificamente a ACT-4-L-h-1, preferentemente a un dominio extracelular del mismo.

La invencién también proporciona un grupo de unién segun se define en las reivindicaciones.

Un aspecto adicional de la invencién comprende un dcido nucleico segtin se define en las reivindicaciones. Estos
segmentos de dcidos nucleicos pueden utilizarse en la preparacién de las proteinas respectivas mediante la incorpo-
racién en un vector de expresion replicable apropiado y la incorporacién en una célula huésped que sea una célula
procaridtica o eucariftica, que seguidamente se cultiva. Las lineas celulares y vectores implicados en este procedi-
miento forman aspectos adicionales de la invencién definida en las reivindicaciones.

En otro aspecto, la invencidn se refiere a composiciones farmacéuticas segun se define en las reivindicaciones.

La invencidn resulta ttil en procedimientos para modificar una respuesta inmunoldgica en un paciente, por ejemplo
suprimir la respuesta inmunolégica, comprendiendo los procedimientos administrar una cantidad eficaz de una compo-
sicién farmacéutica, tal como aquéllas indicadas anteriormente. La administracién puede llevarse a cabo ex vivo. Los
agentes preferentes son anticuerpos monoclonales, polipéptidos ligandos ACT-4-L y polipéptidos receptores ACT-4.
La invencién también resulta util en procedimientos para suprimir una respuesta inmunoldgica en la que el agente
compite con el ligando ACT-4-L-H1 para la unién especifica al receptor ACT-4-h-1. Los procedimientos resultan
utiles en el tratamiento de un paciente que presenta una enfermedad o condicién inmunolédgica. Entre los ejemplos de
condiciones en las que estos procedimientos pueden resultar ttiles se incluyen el rechazo del trasplante, GVHD, una
enfermedad autoinmunoldgica, inflamacidn, agentes infecciosos, células infectadas por HTVL o por VIH, asi como
enfermedad o trastorno intestinal inflamatorio.

La invencién también proporciona un procedimiento in vitro de cribado segun se define en las reivindicaciones.

Los procedimientos pueden utilizarse para el cribado de agentes inmunosupresores, en cuyo caso los procedimien-
tos comprenden poner en contacto una pareja de unién especifica, en particular un polipéptido ligando ACT-4-L-h-1,
con un potencial agente inmunosupresor. Se detecta la unién especifica entre el polipéptido ligando ACT-4-L-h-1 y el
agente. La unién especifica es indicativa de actividad inmunosupresora.
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Breve descripcion de los dibujos

Fig. 1: Tincién de dos colores de linfocitos sanguineos periféricos para analizar la expresiéon de ACT-4h-1 en
diferentes tipos celulares.

Fig. 2: cinética de la expresion de ACT-4h-1 sobre células T CD4" activadas por aloantigeno. MCF=fluorescencia
media por canal.

Fig. 3: cinética de la expresion de ACT-4-h-1 sobre células T CD4* activadas por el toxoide del tétanos.
Fig. 4: cinética de la expresion de ACT-4h-1 sobre células T CD4* activadas por PHA.

Fig. 5: secuencia de ADNc (parte superior) y deducida de aminodcidos (parte inferior) de ACT-4-h-1. La figura
indica las localizaciones de una secuencia de sefial N-terminal, dos posibles sitios de corte de sefial (flechas verticales),
dos sitios de glucosilacién (gly), un dominio transmembranal (TM), un codén de parada y una secuencia de sefial poli-
A.

Fig. 6: construccién de vector de expresion para la produccion de transfectantes estables que expresan ACT-4h-1.

Fig. 7: andlisis FACS™ que muestra la expresion de ACT-4-h-1 sobre transfectantes estables de las lineas celulares
COS-7, Jurkat y SP2/0.

Fig. 8: fusién de un dominio extracelular de ACT-4-h-1 con una regién constante de cadena pesada de inmunoglo-
bulina para formar una globulina recombinante.

Fig. 9: representacion topografica esquemadtica de una globulina recombinante formada a partir de una fusién de
un dominio extracelular de ACT-4-h-1 con una regién constante de cadena pesada de inmunoglobulina para formar
una globulina recombinante.

Fig. 10: secuencia de ADNc y secuencia de aminodcidos predicha de ACT-4-L-h-1. Las regiones en cajas se
refieren a un dominio transmembranal, cuatros sitios de glucosilacidn y una sefial poli-A.

Definiciones

Las abreviaturas para los veinte aminodcidos naturales siguen el uso convencional (Immunology - A Synthesis,
E.S. Golub y D.R. Gren, editores, Sinauer Associates, Sunderland, MA, 2a edicién, 1991) (incorporada en la pre-
sente invencién como referencia a todos los fines). Los estereoisomeros (por ejemplos los D-aminodcidos) de los
veinte aminoacidos convencionales, aminoacidos no naturales tales como los aminoacidos «,a-disustituidos, los N-
alquil aminodcidos, el dcido lactico y otros aminodcidos no convencionales, también puede ser componentes adecua-
dos para los polipéptidos de la presente invencién. Entre los ejemplos de aminodcidos no convencionales se incluyen:
4-hidroxiprolina, y-carboxiglutamato, &-N,N,N-trimetillisina, e-N-acetil-lisina, O-fosfoserina, N-acetilserina, N-for-
milmetionina, 3-metilhistidina, 5-hidroxilisina, w-N-metilarginina y otros aminodcidos e iminoécidos similares (por
ejemplo 4-hidroxiprolina). En la notacién de los polipéptidos utilizada en la presente invencion, la direccién izquierda
es la direccién amino-terminal y la direccién derecha es la direccién carboxi-terminal, de acuerdo con el uso y con-
vencion estdndares. De manera similar, a menos que se especifique lo contrario, el extremo izquierdo de las secuencias
polinucledtidas monocatenarias es el extremo 5°; la direccién izquierda de las secuencias polinucledtidas bicatenarias
se denomina direccién 5°. La direccién de adicién 5° a 3° de los transcritos nacientes de ARN se denomina direccidon
de transcripcidn; las regiones de secuencia en la cadena de ADN que presentan la misma secuencia en la cadena de
ADN y que se encuentran en el lado 5° del extremo 5’ del transcrito de ARN se denominan “secuencias cadena arriba”;
las regiones de secuencia en la cadena de ADN que presentan la misma secuencia que el ARN y que se encuentran
situadas en el lado 3’ del extremo 3’ del transcrito de ARN se denominan “secuencias cadena abajo”.

La expresion “secuencia polinucledtida” se refiere a un polimero de una o dos cadenas de bases desoxiribonucleo-
tidas o ribonucleétidas leido desde el extremo 5’ hasta el extremo 3’. Incluye pldsmidos autoreplicantes, polimeros
infecciosos de ADN o ARN y ADN o ARN no funcional.

Las expresiones siguientes se utilizan para describir las relaciones de secuencia entre dos o mds polinucleétidos:
“secuencia de referencia”, “ventana de comparacioén”, “identidad de secuencia”, “porcentaje de identidad de secuen-
cia” e “identidad sustancial”. Una “secuencia de referencia” es una secuencia definida utilizada como base para una
comparacidn de secuencias: una secuencia de referencia puede ser un subconjunto de una secuencia mas grande, por
ejemplo un segmento de un ADNc de longitud completa o una secuencia génica dada en un listado de secuencias, tal
como una secuencia polinucleétida mostrada en la fig. 5 o en la fig. 10, o puede comprender una secuencia comple-
ta de ADNc o génica. Generalmente, una secuencia de referencia presenta una longitud minima de 20 nucleétidos,
frecuentemente de por lo menos 25 nucleétidos, y con frecuencia de por lo menos 50 nucledtidos. Debido a que dos
polinucleétidos pueden, cada uno, (1) comprender una secuencia (es decir, una parte de la secuencia polinucleétida
completa) que es similar entre los dos polinucleétidos, y puede comprender ademds una secuencia que es divergente
entre los dos polinucledtidos, las comparaciones entre secuencias de dos (o mas) polinucleétidos tipicamente se llevan
a cabo mediante la comparacién de secuencias de los dos polinucleétidos a lo largo de una “ventana de comparacién”
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para identificar y comparar regiones locales de similitud de secuencia. Una “ventana de comparacién”, tal como se
utiliza en la presente invencion, se refiere a un segmento conceptual de por lo menos 20 posiciones nucledtidas con-
tiguas, en el que puede compararse una secuencia polinucledtida con una secuencia de referencia de por lo menos
20 nucleétidos contiguos y en la que la parte de la secuencia polinucleétida en la ventana de comparacién puede
comprender adiciones o deleciones (es decir, huecos) de 20 por ciento o menos en comparacién con la secuencia de
referencia (que no comprende adiciones ni deleciones) para la alineacion 6ptima de las dos secuencias. La alineacién
oOptima de secuencias para la alineacién de una ventana de comparacién puede llevarse a cabo con el algoritmo de
homologia local de Smith y Waterman, Appl. Math. 2:482, 1981, mediante el algoritmo de alienacién de homologia
de Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443, 1970, mediante el procedimiento de bisqueda de similitud de Pearson
y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 85:2444, 1988, mediante implementaciones computerizadas de estos algorit-
mos (FASTDB (Intelligenetics), BLAST (National Center for Biomedical Information), o GAP, BESTFIT, FASTA y
TFASTA (Wisconsin Genetics Software Package Release 7.0, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison,
WI) o mediante inspeccion, y se selecciona la mejor alineacion (es decir, la que resulte en el porcentaje mas elevado de
similitud de secuencias a lo largo de la ventana de comparacién) generada mediante los diversos procedimientos. La
expresion “identidad de secuencia” se refiere a que las dos secuencias polinucleétidas son idénticas (es decir, nucled-
tido a nucledtido) a lo largo de la ventana de comparacién. La expresion “porcentaje de identidad de secuencias” se
calcula comparando dos secuencias 6ptimamente alineadas a lo largo de la ventana de comparacién, determinando el
nimero de posiciones en las que se encuentra la base dcido nucleico idéntica (por ejemplo A, T, C, G, U o I) en ambas
secuencias, de manera que se obtiene el nimero de posiciones correspondientes, y dividiendo el niimero de posiciones
correspondientes por el niimero total de posiciones en la ventana de comparacién (es decir, el tamafio de la ventana),
y multiplicando el resultado por 100 para obtener el porcentaje de identidad de secuencia. Las expresiones “identidad
sustancial” tal como se utiliza en la presente invencion se refiere a una caracteristica de una secuencia polinucledtida,
en la que el polinucleétido comprende una secuencia que presenta un porcentaje de identidad de secuencias de 70, 80 6
85, preferentemente de por lo menos 90 a 95 por ciento, mds habitualmente de por lo menos 99 por ciento, comparado
con una secuencia de referencia a lo largo de una ventana de comparacion de por lo menos 20 posiciones nucleétidas,
frecuentemente a lo largo de una ventana de por lo menos 25 a 50 nucledtidos, en la que el porcentaje de identidad
de secuencia se calcula comparando la secuencia de referencia con la secuencia polinucleétida, que puede incluir de-
leciones o adicionales que en total constituyen 20 por ciento o menos de la secuencia de referencia a lo largo de la
ventana de comparacioén. La secuencia de referencia puede ser un subconjunto de una secuencia mayor, por ejemplo
un segmento de la secuencia de longitud completa de ACT-4-h-1 mostrada en la fig. 5 o un segmento de la secuencia
de longitud completa de ACT-4-L-h-1 mostrada en la fig. 10.

Aplicada a polipéptidos la expresion “identidad sustancial” se refiere a que dos secuencias peptidicas, tras ali-
nearlas Optimamente, tal como mediante los programas BLAZE (Intelligenetics), GAP o BESTFIT utilizando pesos
de hueco por defecto, comparten una identidad de secuencia de por lo menos 70 por ciento u 80 por ciento, prefe-
rentemente por lo menos 90 por ciento, mds preferentemente por lo menos 95 por ciento o més (por ejemplo una
identidad de secuencia de 99 por ciento). Preferentemente las posiciones de residuo que no son idénticas difieren por
sustituciones conservadoras de aminodacidos. Las sustituciones conservadoras de aminodcidos se refieren a la inter-
cambiabilidad de los residuos que presentan cadenas laterales similares. Por ejemplo, un grupo de aminoécidos que
presenta cadenas laterales aliféticas es: glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina; un grupo de aminoacidos que
presenta cadenas laterales alifdticas-hidroxilo es: serina y treonina; un grupo de aminodcidos que presenta cadenas
laterales que contienen amida es: asparagina y glutamina; un grupo de aminodcidos que presenta cadenas laterales
aromaticas es: fenilalanina, tirosina y triptéfano; un grupo de aminodcidos que presenta cadenas laterales bdsicas es:
lisina, arginina e histidina; y un grupo de aminoacidos que presenta cadenas laterales que contienen azufre es: cis-
tefna y metionina. Los grupos preferentes de sustitucion conservativa de aminodcidos son: valina-leucina-isoleucina,
fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina-valina y asparagina-glutamina.

La expresion “sustancialmente puro” se refiere a que una especie es la especie presente predominante (es decir,
sobre una base molar, es mds abundante que cualquier otra especie individual en la composicién) y preferentemente
una fraccién sustancialmente purificada es una composicién en la que la especie comprende por lo menos aproxi-
madamente 50 por ciento (sobre una base molar) de todas las especies macromoleculares presentes. Generalmente
una composicion sustancialmente pura comprenderd mas de aproximadamente 80 a 90 por ciento de todas las especies
macromoleculares presentes en la composicién. Més preferentemente, la especie se purifica hasta esencialmente la ho-
mogeneidad (no pueden detectarse especies contaminantes en la composiciéon mediante procedimientos de deteccién
convencionales), donde la composicién consiste esencialmente de una tnica especie macromolecular.

La expresién “natural” tal como se utiliza en la presente invencién aplicada a un objeto se refiere al hecho de que
un objeto puede encontrarse en la naturaleza. Por ejemplo, una secuencia polipeptidica o polinucleétida presente en
un organismo (incluyendo los virus) que puede aislarse a partir de una fuente natural y que no ha sido deliberadamente
modificada por el hombre en el laboratorio es natural.

El término “epitopo” incluye cualquier determinante de proteina capaz de unirse especificamente a un receptor de
inmunoglobulina o de células T. Los determinantes epitpicos habitualmente consisten de agrupaciones de moléculas
de superficie quimicamente activas, tales como cadenas laterales de aminodcidos o sacdridas y habitualmente presentan
caracteristicas estructurales tridimensionales especificas, asi como caracteristicas de carga especificas.

Se produce la unién especifica cuando la constante de disociacién para un complejo dimérico es s 1 uM, preferen-
temente s 100 nM, y més preferentemente s 1 nM.
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La expresion “variantes afines superiores” tal como se utiliza en la presente invencion se refiere a una secuencia
génica que se encuentra evolutiva y funcionalmente relacionada entre seres humanos y especies de mamifero superior,
tales como primates, porcinos y bovinos. La expresién no incluye secuencias génicas procedentes de roedores, tales
como ratas. De esta manera, el gen afin de primate del gen ACT-4-h-1 es el gen de primate que codifica una proteina
expresada que presenta el grado mas alto de identidad de secuencia con la proteina receptora ACT-4-h-1 y que muestra
un patrén de expresion similar al de la proteina ACT-4-h-1 (es decir, expresada sobre las células CD4* activadas). De
manera similar, el gen afin de primate del gen ACT-4-L-h-1 es el gen cuya proteina expresada muestra la maxima
identidad de secuencia con la proteina ligando ACT-4-L-h-1 y que muestra un patrén de expresion similar (es decir,
expresado sobre las células B activadas).

Una poblacién celular se encuentra sustancialmente enriquecida en un tipo celular seleccionado cuando ese tipo
celular constituye por lo menos 30, 50 6 70% de la poblacién.

El término “paciente” incluye sujetos humanos y veterinarios.

Una sustancia de ensayo compite con una referencia para la unién especifica a un antigeno cuando un exceso de
la sustancia de ensayo inhibe sustancialmente la unién de la referencia en un ensayo de competicién. Se encuentran
disponibles numerosos tipos de ensayo de competicion, incluyendo el radioinmunoensayo y ELISA (ver Harlow y
Lane, Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, 1988). La inhibicién sustancial se refiere a que la
sustancia de ensayo reduce la unién especifica de la referencia habitualmente en por lo menos 10%, 25%, 50%, 75%
0 90%. Entre las sustancias de ensayo identificadas por un ensayo de competicién se incluyen aquéllas que se unen
al mismo epitopo que la referencia y aquéllas que se unen a un epitopo contiguo suficientemente préximo al epitopo
unido al anticuerpo de referencia para que se produzcan impedimentos estéricos.

Descripcion detallada
L. Polipéptidos receptores ACT-4

En la presente invencién se describen receptores sobre la superficie de células T CD4" activadas (denominadas
receptores ACT-4) y fragmentos de los mismos. La expresion polipéptido receptor ACT-4 se utiliza genéricamente
para incluir proteinas de longitud completa y fragmentos de las mismas. El término receptor ACT-4 habitualmente
se reserva para proteinas de longitud completa. La secuencia de aminodcidos del primer receptor ACT-4 que se ha
caracterizado [en lo sucesivo en la presente invencion denominado ACT-4-h-1] se muestra en la fig. 5. El sufijo -h
designa el origen humano y el sufijo -1 indica que ACT-4-h-1 es el primer receptor ACT-4 que se ha caracterizado. La
expresion receptor ACT-4 se refiere no sélo a la proteina que presenta la secuencia mostrada en la fig. 5, sino también
otras proteinas que representan variantes alélicas, no alélicas y afines superiores de ACT-4-h-1 y mutantes naturales
o inducidas de cualquiera de ellas. Habitualmente los polipéptidos receptores ACT-4 también muestran identidad de
secuencia sustancial con la secuencia de ACT-4-h-1. Tipicamente un polipéptido receptor ACT-4 contendrd por lo
menos 4, y mds comtinmente 5, 6, 7, 10 6 20, 50 o mas aminodcidos contiguas a la secuencia de ACT-4-h-1. Es bien
conocido de la técnica que los dominios funcionales, tales como los dominios de unién o epitopos pueden formarse a
partir de tan sélo cuatro residuos aminoacidos.

Los polipéptidos receptores ACT-4 tipicamente muestran una identidad de secuencia de aminoécidos sustancial
con la secuencia de aminodcidos de ACT-4-h-1 y pueden encontrarse codificados por secuencias de nucleétidos que
muestran identidad de secuencia sustancial con la secuencia de nucleétidos codificante de ACT-4-h-1 mostrada en la
fig. 5. Los nucleétidos codificantes de las proteinas receptores ACT-4 también se hibridan tipicamente a la secuen-
cia de ACT-4-h-1 bajo condiciones restrictivas. Sin embargo, estos nucleétidos habitualmente no se hibridan bajo
condiciones restrictivas al 4cido nucleico codificante del receptor OX-40, tal como describen Mallet et al., EMBO J.
9:1063-68, 1990 (incorporada en la presente invencion como referencia a todos los fines) (ver particularmente la fig.
2A de la referencia Mallet et al.). Las condiciones restrictivas son dependientes de la secuencia y serdn diferentes bajo
circunstancias diferentes. Generalmente se seleccionan las condiciones restrictivas para que sean aproximadamente
5°C inferiores al punto de fusién térmica (Tm) para la secuencia especifica una fuera iénica y pH definidos. La Tm
es la temperatura (bajo una fuerza iénica y pH definidos) a la que 50% de la secuencia diana se hibrida a una sonda
perfectamente correspondiente. Tipicamente las condiciones restrictivas son aquéllas en las que la concentracién de
sales es por lo menos aproximadamente 0,02 molar a pH 7 y la temperatura es por lo menos aproximadamente 60°C.
Debido a que otros factores pueden afectar significativamente a la astringencia de la hibridacién, incluyendo, entre
otros, la composicion de bases y el tamafio de las cadenas complementarias, la presencia de solventes orgdnicos y el
grado de desapareamiento de las bases, la combinacién de pardmetros es mds importante que la magnitud absoluta de
cualquiera de los mismos.

Habitualmente los polipéptidos receptores ACT-4 comparten por lo menos un determinante antigénico con ACT-
4-h-1 pero no son especificamente reactivos con anticuerpos anti-polipéptido OX-40 de rata. La existencia de un
determinante antigénico comun se pone de manifiesto en la reactividad cruzada de la proteina variante con cualquier
anticuerpo preparado contra ACT-4-h-1 (ver la seccién IV). La reactividad cruzada con frecuencia se somete a ensayo
utilizando sueros policlonales contra ACT-4-h-1, aunque también puede someterse a ensayo utilizando uno o mas
anticuerpos monoclonales contra ACT-4-h-1, tal como el anticuerpo denominado L106.
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Con frecuencia los polipéptidos receptores ACT-4 contienen esqueletos polipéptidos modificados. Entre las mo-
dificaciones se incluyen derivatizaciones quimicas de los polipéptidos, tales como acetilaciones, carboxilaciones y
similares. También se incluyen modificaciones por glucosilacién (N-ligada u O-ligada) y variantes de procesamiento
de un polipéptido tipico. Entre estas etapas de procesamiento se incluyen especificamente modificaciones enzimaticas,
tales como la ubiquitinizacién y la fosforilacion (ver, por ejemplo, Hershko y Ciechanover, Ann. Rev. Bioch. 51:335-
364, 1982). La proteina ACT-4-h-1, por ejemplo, se encuentra fuertemente modificada, en el aspecto de que el peso
molecular observado es aproximadamente 50 kDa, mientras que el peso molecular predicho basdndose en la secuencia
de aminoécidos es de s6lo 27 kDa. Se han identificado dos sitios de glucosilacion putativa en el dominio extracelular
del mismo.

Los receptores ACT-4 probablemente comparten algunas o todas las caracteristicas topoldgicas que se han obser-
vado en ACT-4-h-1. La secuencia de aminoacidos de ACT-4-h-1 contiene una secuencia putativa de sefial N-terminal
de 22 6 24 amino4cidos. La longitud de 24 aminodcidos de la secuencia mas probablemente se basa en los criterios
de von Heijne, Nucleic Acids Res. 14:4683-4690, 1986 (incorporada como referencia a todos los fines). El receptor
ACT-4-h-1 contiene un tnico tramo hidrofébico adicional de 27 aminodcidos que comprende los residuos 213 a 240.
El tramo hidrofébico probablemente corresponde a un dominio transmembranal y su existencia es consistente con que
ACT-4-h-1 sea una proteina membranal integral de tipo I (es decir, que presenta un tinico dominio transmembranal
en el que el dominio N-terminal comprende la regién extracelular y el extremo C-terminal comprende la regién in-
tracelular). Los 189 6 191 aminoacidos (dependiendo de la localizacion exacta del sitio de corte de sefial) de ACT-
4-h-1 situados en el lado amino del segmento transmembranal se denominan “dominio extracelular”’, mientras que
los 37 aminoécidos en el lado carboxi del segmento transmembranal se denominan “dominio intracelular”. Desde el
extremo amino-terminal, el dominio extracelular presenta una secuencia putativa de sefial hidrofébica NH,-terminal y
tres bucles intracadena formados mediante enlaces disulfuro entre residuos de cisteina apareados.

La organizacién topoldgica de los polipéptidos receptores ACT-4 resulta similar a la de otros miembros de la
familia del receptor del factor de crecimiento nervioso, particularmente a la del receptor OX-40 de rata. Sin embargo,
los demds miembros muestran algunas divergencias en el nimero de bucles disulfuro extracelulares y de sitios de
glucosilacion, y en el tamafio del dominio intracelular (ver Mallet y Barclay, supra).

Aunque no todos los dominios comentados anteriormente se encuentran necesariamente presentes en todos los
polipéptidos receptores ACT-4, se espera la presencia de un dominio extracelular en la mayoria. En efecto, en algunos
polipéptidos receptores ACT-4, resulta posible la presencia de inicamente un dominio extracelular, y el estado natural
de estas proteinas no es como proteinas unidas a la superficie celular sino como proteinas solubles, por ejemplo
dispersadas en un liquido corporal extracelular. La existencia de formas variantes solubles ha sido observada en otros
receptores de superficie celular, incluyendo un miembro de la familia del receptor del factor de crecimiento nervioso,
SFV-T2 (ver Mallet y Barclay, supra).

Aparte de polipéptidos de sustancialmente longitud completa, se describen en la presente invencién fragmentos
biolégicamente activos de los polipéptidos. Entre las actividades bioldgicas significativas se incluyen la unién de
receptores, la unién de anticuerpos (por ejemplo el fragmento compite con un receptor ACT-4 intacto para la unién
especifica a un anticuerpo), la inmunogenicidad (es decir, la posesion de epitopos que estimulan las respuestas de
células B o T contra el fragmento) y el agonismo o antagonismo de la unién de un polipéptido receptor ACT-4 a los
ligandos del mismo. Un segmento de una proteina receptor ACT-4 o un dominio de la misma habitualmente comprende
por lo menos 5, 7,9, 11, 13, 16, 20, 40 6 100 aminodacidos contiguos.

Con frecuencia se terminan segmentos de polipéptidos receptores ACT-4 cerca de limites de dominios funcionales
o estructurales. Estos segmentos consisten esencialmente de los aminodcidos responsables de una propiedad funcional
o estructural particular. Los dominios estructurales y funcionales se identifican comparando los datos de secuencias
de nucledtidos y/o de aminoécidos, tal como se muestra en la fig. 5, con bases de datos publicas o propietarias de
secuencias. Preferentemente se utilizan procedimientos computerizados de comparacion para identificar los motivos
de secuencia o los dominios predichos de conformacién de proteina presentes en otras proteinas de estructura y/o
funcién conocida. Entre los dominios estructurales se incluyen un dominio intracelular, un dominio transmembranal y
un dominio extracelular, que a su vez contiene tres bucles unidos por enlaces disulfuro. Entre los dominios funcionales
se incluyen un dominio de unién extracelular a través de que interacciona el polipéptido receptor ACT-4 con moléculas
solubles externas u otros ligandos unidos a células y un dominio transductor de sefiales intracelulares.

Algunos fragmentos contienen inicamente dominios extracelulares, tales como uno o mas bucles unidos por enlace
disulfuro. Estos fragmentos con frecuencia conservan la especificidad de unién de un polipéptido receptor ACT-4, pero
son solubles; no se encuentran unidos a membrana. Estos fragmentos resultan ttiles como inhibidores competitivos de
la unién del receptor ACT-4.

Los receptores ACT-4 se identifican adicionalmente por su condicién de miembros de la familia del receptor del
factor de crecimiento nervioso. La secuencia de aminodcidos de ACT-4-h-1 es por lo menos 20% idéntica a NGF-R,
TNF-R, CD40, 4-1BB y fas/APO1. ACT-4-h-1 muestra una identidad de secuencia de aminodcidos de 62% con el gen
0X-40 de rata, que también se ha caracterizado mediante expresion selectiva sobre células CD4+ activadas.

Los receptores ACT-4 también se identifican por una distribucién celular caracteristica. Mds notablemente, los
receptores ACT-4 habitualmente se detectan con facilidad sobre células T CD4" activadas (el porcentaje de células
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que los expresan habitualmente es superior a aproximadamente 25% o 50%, y con frecuencia aproximadamente 80%;
la fluorescencia media por canal habitualmente es superior a aproximadamente 10, y con frecuencia aproximadamen-
te de 20 a 25, en un citémetro de flujo Coulter-Profile tras tinciéon de inmunofluorescencia). Los receptores ACT-4
habitualmente estdn sustancialmente ausentes de las células en reposo T, B (a menos que hayan sido activadas con
PMA), NK y monocitos (a menos que hayan sido activadas con PMA). La expresion “sustancialmente ausente” se
refiere a que el porcentaje de células que expresa ACT-4 es habitualmente inferior a aproximadamente 5% y mas
habitualmente inferior a aproximadamente 2%, y que el canal promedio es habitualmente inferior a aproximadamente
4, y mas habitualmente inferior a aproximadamente 2, medido en un citémetro de flujo Coulter-Profile tras tincién
de inmunofluorescencia de las células (ver el Ejemplo 2). Los receptores ACT-4 habitualmente se expresan a nive-
les reducidos sobre las células CD8* activadas (el porcentaje de células expresantes es aproximadamente 4% a 10%;
fluorescencia media por canal de aproximadamente 2 a 4 en un citdmetro de flujo Coulter-Profile tras tincién de in-
munofluorescencia). El reducido nivel de expresion observado en las células CD8* sugiere que la expresion se limita
a una subpoblacion de las células CD8*. Se ha observado expresion de receptores ACT-4 sobre la superficie de las
células CD4* activadas mediante varios mecanismos diferentes, incluyendo con estimulos aloantigénicos, un toxoi-
de tetdnico o un mitogénico (por ejemplo PHA). La expresion alcanza un maximo tras aproximadamente 78 dias de
estimulacién aloantigénica o con toxoide tetdnico y tras aproximadamente tres dias de estimulacién con PHA. Estos
datos indican que los receptores ACT-4 deberian clasificarse como antigenos de activacion temprana sustancialmente
ausentes en las células en reposo. La observaciéon de que los receptores ACT-4 se expresan preferentemente sobre
células CD4* activadas y que se expresan en un grado muy inferior sobre células CD8* activadas, pero que se encuen-
tran sustancialmente ausentes de la mayoria o de todos los demas subtipos de células linfoides (excepto en respuesta a
estimulos altamente no fisioldgicos, tales como PMA) contrasta con la especificidad de tipo celular de otros antigenos
activadores presentes en los leucocitos humanos.

La expresion de los receptores ACT-4 sobre la superficie de las células T CD4* activadas sugiere que el receptor
presenta un papel en la activacién de estas células. Este papel es consistente con el de algunos otros miembros de la
familia del receptor del factor de crecimiento nervioso. Por ejemplo, CD40 estimula la transicién entre las fases G1
y S en los linfocitos B, y el receptor del factor de crecimiento nervioso transduce una sefial de la citoquina factor de
crecimiento nervioso, resultando en la diferenciacion y supervivencia neuronales (Barde, Neuron 2:1525-1534, 1989)
(incorporada como referencia a todos los fines). Sin embargo, también pueden contemplarse otros papeles para los
receptores ACT-4, por ejemplo la interaccién con otros tipos celulares linfoides. La existencia de estos papeles es
consistente con las diversas funciones de otros miembros de la familia del receptor del factor de crecimiento nervioso,
tales como el factor de necrosis tumoral, la interaccion de los cuales con el receptor del factor de necrosis tumoral
puede resultar en inflamacién o en la muerte de las células tumorales.

Pueden fusionarse fragmentos o andlogos que comprenden sustancialmente uno o mas dominios funcionales (por
ejemplo un dominio extracelular) de receptores ACT-4 con secuencias polipeptidicas heter6logas, de manera que la
proteina de fusién resultante muestra la propiedad o propiedades funcionales proporcionadas por el fragmento del
receptor ACT-4 y/o por la pareja de fusién. La orientacién del fragmento de receptor ACT-4 respecto a la pareja
de fusion dependerd de consideraciones experimentales, tales como la facilidad de construccidn, la estabilidad frente
a la proteolisis, la estabilidad térmica, la reactividad inmunolégica, la modificacién de residuos amino-terminales o
carboxi-terminales, etc. Entre las potenciales parejas de fusion se incluyen enzimas cromogénicos, tales como la 8-
galactosidasa, la proteina A o G, una proteina FLAG, tal como la descrita por Blanar y Rutter, Science 256:1014-1018,
1992, toxinas (por ejemplo la toxina diftérica, la exotoxina A de Pseudomonas, la toxina ricina o la fosfolipasa C) y
componentes de inmunoglobulina.

Las globulinas recombinantes (Rg) formadas mediante fusién de fragmentos de receptor ACT-4 y componentes
de inmunoglobulina con frecuencia presentan la mayoria o todas las propiedades fisiolégicas asociadas a la regién
constante de la clase particular de inmunoglobulina utilizada. Por ejemplo, las globulinas recombinantes pueden ser
capaces de fijar el complemento, mediar en la toxicidad celular dependiente de anticuerpos, estimular las células B o
atravesar paredes de vasos sanguineos y entrar en el espacio intersticial. Las globulinas recombinantes habitualmente
se forman fusionando el extremo C-terminal de un dominio extracelular de receptor ACT-4 al extremo N-terminal
del dominio de regién constante de una inmunoglobulina de cadena pesada. La cadena de inmunoglobulina prefe-
rentemente es de origen humano, particularmente si la globulina recombinante estd destinada al uso terapéutico. Las
globulinas recombinantes habitualmente son solubles y presentan varias propiedades ventajosas respecto a los recep-
tores ACT-4 no modificados. Entre estas propiedades se incluyen una vida media en suero prolongada, la capacidad
de lisar células diana para las que presenta afinidad un receptor ACT-4, funciones efectoras y la capacidad de unirse
a moléculas tales como las proteinas A y G, que pueden utilizarse para inmovilizar la globulina recombinante en los
andlisis de ligamiento.

IL Ligandos para ACT-4

La invencién también proporciona ligandos segiin se define en las reivindicaciones, que se unen especificamente
a un polipéptido receptor ACT-4 y que son capaces de formar un complejo con dicho polipéptido, por lo menos en
parte, mediante enlace no covalente. La expresion “polipéptido ligando ACT-4-L” se utiliza genéricamente para incluir
proteinas de longitud completa y fragmentos de las mismas. Esta expresién habitualmente no incluye anticuerpos
contra los polipéptidos receptores ACT-4. La expresion “ligando de ACT-4” habitualmente se utiliza para referirse a
una proteina de longitud completa. Los ligandos pueden ser moléculas naturales o sintéticas, y pueden encontrarse en
forma soluble o ancladas a la superficie de una célula. Multiples ligandos diferentes pueden unirse al mismo receptor
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ACT-4. A la inversa, un ligando puede unirse a mas de un receptor ACT-4. Habitualmente la unién de un ligando a
un receptor ACT-4 iniciard una sefial que altere el fenotipo fisico y/o funcional de una célula que porta el receptor
ACT-4 y/o una célula que porta el ligando para ACT-4. Los anticuerpos contra ACT-4 o sus ligandos pueden presentar
la capacidad de bloquear o estimular la transduccién de sefiales. Evidentemente se reconocerd que la designacién de
ACT-4 como receptor y la pareja o parejas de unidn especifica del mismo como ligando o ligandos es algo arbitraria
y podria, bajos determinadas circunstancias, invertirse.

Se identifican los materiales que suministran los polipéptidos ligandos ACT-4-L mediante el cribado de diferentes
tipos celulares, particularmente de células linfoides y hematopoyéticas, liquidos corporales y extractos de tejidos, con
polipéptidos receptores ACT-4 marcados, preferentemente en forma soluble en solucién acuosa, a modo de sonda. Las
células B activadas o las lineas de células B pueden resultar adecuadas (ver el Ejemplo 8). También resultan adecuadas
las células T infectadas por HTLV-I. Con frecuencia, el receptor ACT-4 o un fragmento ligante del mismo se fusiona, o
se une de otra manera, a una segunda proteina con fines de cribado. Resultan particularmente adecuadas las globulinas
recombinantes formadas mediante la fusién de la parte extracelular de ACT-4-h-1 con la regién constante de una cade-
na pesada de inmunoglobulina. Los polipéptidos ligandos ACT-4-L se purifican a partir de células u otros materiales
biolégicos identificados mediante este procedimiento de cribado utilizando técnicas de quimica cldsica de proteinas.
Entre estas técnicas se incluyen la precipitacion selectiva con sustancias tales como sulfato aménico, cromatografia de
columna, procedimientos de inmunopurificacién y otros (ver, por ejemplo, R. Scopes, Protein Purification: Principles
and Practice (Springer-Verlag, NY, 1982) (incorporada como referencia a todos los fines). Habitualmente entre los
procedimientos de purificacién se incluyen una etapa de cromatografia de afinidad en la que se utiliza un polipéptido
receptor ACT-4 o un fragmento ligante del mismo como el reactivo inmovilizado. Las regiones constantes de ACT-
4 pueden inmovilizarse convenientemente mediante la unién del grupo de region constante a la proteina A o G. Los
polipéptidos ligandos ACT-4-L también pueden purificarse utilizando anticuerpos antiidiotipicos contra receptores
ACT-4 como el reactivo de afinidad.

Para determinar la secuencia de aminodcidos o para obtener fragmentos polipeptidicos de un ligando, éste pue-
de digerirse con tripsina. Pueden separarse fragmentos peptidicos mediante cromatografia liquida de alto rendi-
miento (HPLC) de fase reversa y analizarse mediante secuenciacion de la fase gaseosa. También pueden utilizarse
otros procedimientos de secuenciacion conocidos de la técnica. Los datos de secuencias pueden utilizarse para di-
seflar sondas degeneradas para el aislamiento de ADNc o clones genémicos codificantes de polipéptidos ligandos
ACT-4-L.

Alternativamente, pueden obtenerse clones de ADNc codificantes de polipéptidos ligandos ACT-4-L mediante
clonacién de expresion. En este enfoque, se prepara una biblioteca de ADNc a partir de células que expresan un
polipéptido ligando ACT-4-L (identificado tal como se ha comentado supra). La biblioteca se expresa en células
apropiadas (por ejemplo COS-7) y los clones que portan el polipéptido ligando ACT-4-L se identifican mediante
cribado con ACT-4 marcado o con un fragmento ligante del mismo, opcionalmente fusionado a un dominio constante
de una cadena pesada de inmunoglobulina.

La secuencia de ADNCc y la secuencia de aminoacidos predicha del primer ligando para un polipéptido receptor
ACT-4 que debe caracterizarse se muestran en la fig. 10. Este ligando se denomina ACT-4-L-h-1, haciendo referencia
el sufijo “h” al origen humano, e indicando el sufijo “1” que éste es el primer ligando que se caracteriza. La parte
codificante de la secuencia de ADNc de ACT-4-L-h-1 es idéntica o pricticamente idéntica a la de un polipéptido
denominado gp34 o TA34 (ver Miura et al., Mol. Cell. Biol. 11:1313-1325, 1991) (incorporada como referencia en su
totalidad a todos los fines). La invencién también incluye ligandos segiin se define en las reivindicaciones; las varian-
tes indicadas en la presente invencién tipicamente muestran una identidad de secuencia sustancial con la secuencia de
ACT-4-L-h-1 y contienen por lo menos 4, y mds comtinmente 5, 6, 7, 10 6 20, 50 o mds aminodcidos contiguos de
la secuencia de ACT-4-L-h-1. Estas variantes tipicamente también se encontraran codificadas por las secuencias de
nucledtidos que muestran una identidad de secuencia sustancial con la secuencia de nucleétidos codificante de ACT-
4-L-h-1 mostrada en la fig. 10. Los nucleédtidos codificantes de dichas variantes tipicamente también se hibridardn a
una secuencia de ADN de ACT-4-L-h-1 bajo condiciones restrictivas. Sin embargo, algunos de dichos nucledtidos no
se hibridan bajo condiciones restrictivas a secuencias de ADN codificantes de variantes afines inferiores (por ejemplo
de rata) de ACT-4-L-1. Muchas variantes de ACT-4-L-h-1 comparten por lo menos un determinante antigénico con un
polipéptido ligando ACT-4-L-h-1, segtin se pone de manifiesto por la reactividad cruzada con anticuerpos monoclo-
nales o policlonales contra el mismo. Sin embargo, algunas de estas variantes no reaccionan cruzadamente con sueros
contra las variantes afines inferiores de ACT-4-L-h-1.

Aunque muchos polipéptidos ligandos ACT-4-L muestran similitudes a ACT-4-L-h-1 en por lo menos uno de los
aspectos comentados anteriormente, resulta enteramente posible que existan otras familias de ligandos para el receptor
ACT-4 que no muestren nada en comiin con ACT-4-L-h-1 excepto por la capacidad de unirse especificamente a un
receptor ACT-4.

Con frecuencia los polipéptidos ligandos ACT-4-L contienen modificaciones de sus esqueletos, de los tipos co-
mentados en la Seccién I, supra. El polipéptido ACT-4-L-h-1, por ejemplo, se encuentra fuertemente modificado en el
aspecto de que el peso molecular observado es aproximadamente 34 kDa, mientras que el peso molecular predicho ba-
sandose en la secuencia de aminoécidos es de s6lo 21 kDa. Se han identificado cuatro sitios putativos de glucosilacién
N-ligada en el dominio extracelular.
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Muchos polipéptidos ligandos ACT-4-L probablemente comparten algunas o todas las caracteristicas topolégicas
observadas en ACT-4-L-h-1. La secuencia de aminoédcidos de ACT-4-L-h-1 contiene un dominio intracelular N-ter-
minal putativo (aminodcidos 1 a 23), un dominio transmembranal hidrofébico putativo (aminodcidos 24 a 50) y un
dominio C-terminal extracelular putativo (aminodcidos 51 a 183). Esta organizacién estructural es consistente con que
ACT-4-L-h-1 sea una proteina membranal integral de tipo II (es decir, que presente un tinico dominio transmembra-
nal, comprendiendo el dominio C-terminal la regién extracelular y comprendiendo el extremo N-terminal la regién
intracelular).

Los polipéptidos ligandos ACT-4-L también pueden compartir algunas de las caracteristicas estructurales y/o fun-
cionales de ligandos que se unen a otros miembros de la superfamilia del receptor del factor de crecimiento nervioso.
Entre estos ligandos se incluyen TNF-a, TNF-3, C040-L, CD27-L, CD30-L. Aunque ACT-4-L-h-1 muestra tnica-
mente una identidad débil de secuencia primaria de aminodcidos con TNF-«a e incluso un grado menor de similitud
con otros ligandos de la superfamilia, resulta evidente una mayor similitud entre todos dichos ligandos en su capacidad
tedrica de formar estructuras de orden superior. Los dominios extracelulares de los ligandos conocidos de la superfa-
milia consisten de aproximadamente 150 aminodcidos y forman varias ldminas S plegadas, que se ensamblan en una
estructura cilindrica ranurada (denominada “rollo de gelatina” por Bazan et al., Current Biology 3:603-606, 1993) (in-
corporada como referencia a todos los fines). El dominio extracelular de ACT-4-L-h-1 consiste de 133 aminodécidos,
y el patrén de plegamiento predicho es consistente con la formacién de ldminas 8 plegadas y un “rollo de gelatina”.
Notablemente, todos los ligandos de la superfamilia excepto TNF-g también existen, en parte, en forma de proteinas
membranales integrales de superficie celular de tipo II. Los ligandos de la superfamilia también existen en forma de
proteinas solubles, sugiriendo que existen dichas formas para los polipéptidos ligandos ACT-4-L. El dominio extrace-
lular C-terminal de ACT-4-L-h-1 muestra cierta similitud de secuencia con diversas deshidrogenasas. De esta manera,
algunos polipéptidos ligandos ACT-4-L pueden presentar una actividad de deshidrogenasa, que podria desempefiar un
papel en la sefializacién intercelular.

Aparte de los polipéptidos de sustancialmente longitud completa, la presente invencién proporciona fragmentos
biolégicamente activos de polipéptidos ligandos ACT-4-L de longitud completa segiin se define en las reivindicacio-
nes. Entre las actividades bioldgicas significativas se incluyen la unién a un receptor ACT-4, tal como ACT-4-h-1, la
unién a un segundo polipéptido ligando ACT-4-L, la unién a anticuerpos (por ejemplo el fragmento compite con un
polipéptido ligando ACT-4-L-h-1 intacto para la unién especifica a un anticuerpo), la inmunogenicidad (es decir, la
posesion de epitopos que estimulan las respuestas de células B o T contra el fragmento) y el agonismo o antagonismo
de la unién de un segundo polipéptido ligando ACT-4-L a un polipéptido receptor ACT-4, tal como ACT-4-h-1. Un
segmento de un polipéptido ligando ACT-4-L de longitud completa habitualmente comprende por lo menos 5 aminoa-
cidos contiguos, aunque no mas de 160 aminoécidos contiguos de la secuencia de aminodcidos mostrada en la fig. 10.
Con frecuencia los segmentos contienen aproximadamente 10, 20, 50, 75, 100 6 133 aminodcidos, y no mas de 150
aminodcidos contiguos, de la secuencia mostrada en la fig. 10.

Algunos fragmentos contienen tinicamente dominios extracelulares. Estos fragmentos contienen los dominios de
longitud completa de polipéptidos ligandos ACT-4-L de origen natural. Otros fragmentos contienen componentes de
los mismos. Estos fragmentos con frecuencia conservan la especificidad de unién de un polipéptido ligando ACT-4-L
intacto, pero son solubles y no se encuentran unidos a membrana. Estos fragmentos resultan utiles como inhibidores
competitivos de la unién de polipéptido ligando ACT-4-L a un receptor.

Los fragmentos de los polipéptidos ligandos ACT-4-L de longitud completa con frecuencia terminan, en un ex-
tremo o en ambos, cerca (es decir, a menos de aproximadamente 5, 10 6 20 aminoédcidos) de los limites de dominios
funcionales o estructurales. Los fragmentos terminados en ambos extremos en limites estructurales o funcionales con-
sisten esencialmente de un segmento (o dominio) particular de los aminodcidos de ACT-4-L responsables de una
propiedad funcional o estructural. Los dominios estructurales y funcionales se identifican mediante comparacion de
los datos de secuencia de nucleétidos y/o de aminoécidos, tal como se muestra en la fig. 10, con bases de datos pu-
blicas o propietarias de secuencias. Preferentemente se utilizan procedimientos computerizados de comparacion para
identificar los motivos de secuencia o los dominios de conformacién de proteina predichos, presentes en otras protei-
nas de estructura y/o funcién conocidas. Pueden identificarse dominios de unién mediante mapado de epitopos (ver la
Seccién VI, infra). Entre los dominios estructurales se incluyen un dominio intracelular, un dominio transmembranal y
un dominio extracelular. Entre los dominios funcionales se incluyen un dominio de unién extracelular a través del cual
los polipéptidos ligandos ACT-4-L interaccionan con moléculas solubles externas o con receptores unidos a células y
un dominio transductor de sefial intracelular.

La expresion de ACT-4-L-h-1 y ligandos relacionados depende del tipo celular y del estatus de activacién (ver el
Ejemplo 8). Mas notablemente, ACT-4-L-h-1 se detecta con facilidad en algunas lineas de células B activadas por
PMA/yonomicina. ACT-4-L-h-1 se encuentra sustancialmente ausente en células B en reposo frescas. ACT-4-L-h-
1 también se expresa sobre las células T infectadas por HLTV-1 y puede infectarse en otros tipos de célula T bajo
algunas circunstancias (ver el Ejemplo 8).

La afinidad de un ligando ACT-4-L (expresado sobre células B activadas) para un receptor ACT-4 (expresado
predominantemente en células CD4* activadas) sugiere que la interaccién entre el ligando y el receptor podria desem-
pefiar un papel en la activacién/diferenciacion de las células T CD4* y/o de las células B. La activacién tanto de las
células T CD4* como de las células B es conocido que es un proceso multietapa que requiere estimulos especificos de
antigeno y no especificos. La interaccién entre ACT-4 y ACT-4-L probablemente constituye un estimulo no especifico
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de antigeno eficaz en uno cualquiera o en ambos tipos celulares que porten estos antigenos. El estimulo podria ser
directo, por ejemplo en el caso de la unién de ligando-receptor que desencadena una actividad enzimadtica en el domi-
nio intracelular de ligando y/o de receptor; actividad que a su vez inicia una cascada de sucesos metabélicos en uno
o ambos tipos celulares. Alternativamente, el estimulo podria ser indirecto, por ejemplo la interaccién entre ACT-4 y
ACT-4-L podria incrementar la avidez de las interacciones celulares entre otras parejas de ligando-receptor o controlar
la localizacién y migracion de los leucocitos. La interaccién de ACT-4 y ACT-4-L podria actuar conjuntamente con
la unién de otras parejas receptor de células Ty-B/ligando, tales como CD2/LFA-3 (Moingeon et al., Nature 339:314,
1988), CD4/MHC de clase II (Doyle y Stominger, Nature 330:256-259, 1987), LFA-1/ICAM-I/ICAM-2 (Makgoba
et al., Nature 331:86-88, 1988) y Staunton et al., Nature 339:61-64, 1989) y B7/CD28 (Linsley et al., J. Exp. Med.
173:721-730, 1991). Las interacciones ACT-4-/ACT-4-L también pueden incrementarse o reducirse debido a la unién
de moléculas solubles a células T CD4" y/o a células B. Las moléculas solubles probables son citoquinas, incluyendo,
por ejemplo, las interleuquinas IL-1 a IL-13, los factores a y 8 de necrosis tumoral, los interferones «, 8y v, el factor
beta de crecimiento tumoral (TGF-R), el factor estimulante de colonias (CSF) y el factor estimulante de colonias de
granulocitos-monocitos (GM-CSF).

La expresion del ligando ACT-4-L en determinados subtipos de células T en algunas circunstancias podria pro-
porcionar papeles adicionales o alternativos para las interacciones ACT-4/ACT-4-L. Por ejemplo, la eficiencia de
infeccién de las células T por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) u otros virus y patégenos podria resultar
afectada por ACT-4 o ACT-4-L o por interacciones entre ambos. Ademds resulta posible que ACT-4 o ACT-4-L sean
expresados por las mismas células (por ejemplo células T CD4* activadas). En estas circunstancias, las interacciones
entre receptor y ligando podrian afectar al crecimiento y estado de activacion de sus células respectivas.

Los fragmentos o andlogos que comprenden sustancialmente uno o mas dominios funcionales (pro ejemplo un
dominio extracelular) de los polipéptidos ligandos ACT-4-L pueden fusionarse, o unirse de otra manera, a secuencias
polipeptidicas heterélogas, de manera que la proteina de fusion resultante muestre la propiedad o propiedades funcio-
nales proporcionadas por el polipéptido ligando ACT-4-L y/o la pareja de fusidn. Las parejas de fusién adecuadas se
han comentado en la Seccién I, supra.

Los polipéptidos ligandos ACT-4-L pueden utilizarse para purificar por afinidad los receptores de ACT-4 respecti-
vos. Los polipéptidos ligandos ACT-4-L también resultan titiles como agonistas o antagonistas de un segundo ligando
ACXT-4-L o un receptor ACT-4, y pueden utilizarse en los procedimientos terapéuticos comentados en la Seccién
VILI, infra. Los polipéptidos ligandos ACT-4 también resultan ttiles en ensayos de cribado para identificar agonistas y
antagonistas de ACT-4 y/o de ACT-4-L.

III. Procedimientos de produccion de polipéptidos
A. Tecnologias recombinantes

Las secuencias de nucleétidos y de aminodcidos de ACT-4-h-1 mostradas en la fig. 5, y las secuencias corres-
pondientes para otras variantes de receptor ACT-4 permiten la produccidon de polipéptidos de longitud completa,
secuencias de polipéptidos receptores de ACT-4 y fragmentos de los mismos. De manera similar, la secuencia de ami-
noécidos de ACT-4-L-h-1 y las secuencias correspondientes para otras variantes de polipéptidos ligandos ACT-4-L
permiten la produccién de polipéptidos ligandos de longitud completa y fragmentos de los mismos. Estos polipéptidos
pueden producirse en células huésped procaridticas o eucaridticas mediante la expresion de polinucleétidos codifican-
tes de ACT-4 o ACT-4-L, o fragmentos y andlogos de cualquiera de los mismos. Las secuencias de ADN clonadas se
expresan en huéspedes tras ligar operablemente las secuencias a (es decir, situadas para garantizar el funcionamiento
de) una secuencia de control de expresion en un vector de expresion. Los vectores de expresion son tipicamente repli-
cables en los organismos huésped, en forma de episomas o como parte integral del ADN cromosémico del huésped.
Comunmente los vectores de expresion contienen marcadores de seleccidn, por ejemplo resistencia a tetraciclina o a
higromicina, para permitir la deteccion y/o la seleccién de aquellas células transformadas con las secuencias de ADN
deseadas (ver, por ejemplo, la patente US n°® 4.704.362).

E. coli es un huésped procaridtico util para clonar las secuencias de ADN de la presente invencion. entre
otros huéspedes microbianos adecuados para la utilizacién se incluyen bacilos, tales como Bacillus sub-
tilis, y otras enterobacteridceas, tales como Salmonella, Serratia y diversas especies de Pseudomonas. En
estos huéspedes procaridticos, también pueden prepararse vectores de expresion, que tipicamente contie-
nen secuencias de control de la expresiéon compatibles con la célula huésped (por ejemplo un origen de
replicacién). Ademds, se encuentra presente cualquiera de entre una diversidad de promotores bien cono-
cidos, tales como el sistema de promotor lactosa, un sistema de promotor triptéfano (trp), un sistema de
promotor beta-lactamasa, o un sistema promotor procedente del fago lambda. Los promotores tipicamen-
te controlan la expresion, opcionalmente con una secuencia operadora, y presentan secuencias de sitio de
union ribosémica y similares, para iniciar y completar la transcripcién y la traduccion.

También pueden utilizarse otros microbios, tales como levaduras, para la expresion. Saccharomyces es un huésped
preferente, presentando los vectores adecuados secuencias de control de la expresion, tales como promotores, inclu-
yendo la 3-fosfoglicerato quinasa u otros enzimas glucoliticos, y un origen de replicacion, secuencias de terminacién y
similares, segin se desee. También resultan adecuadas las células de insecto (por ejemplo SF9) con vectores apropia-
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dos, habitualmente derivados de baculovirus, para expresar un receptor ACT-4 o polipéptidos ligandos (ver Luckow
et al., Bio/Technology 6:47-55, 1988, incorporada como referencia a todos los fines).

También puede utilizarse un cultivo celular de tejido eucaridtico superior de mamifero para expresar y producir
los polipéptidos de la presente invencién (ver Winnacker, From Genes to Clones, VCH Publishers, NY, NY, 1987)
(incorporada como referencia a todos los fines). Las células eucariéticas de hecho resultan preferentes, debido a que se
han desarrollado en la técnica varias lineas de células huésped adecuadas capaces de secretar y modificar realmente las
proteinas humanas, y entre ellas se incluyen las lineas de células CHO, diversas lineas de células COS, células HelL a,
lineas celulares de mieloma, células de Jurkat, etc. Entre los vectores de expresion para estas células pueden incluirse
secuencias de control de expresion, tales como un origen de replicacién, un promotor (por ejemplo un promotor tk
o un promotor pgk (fosfoglicerato quinasa) de HSV), un intensificador (Queen et al., Immunol. Rev. 8§9:49, 1986) y
sitios necesarios de procesamiento de la informacidn, tales como sitios de unién ribosémica, sitios de procesamiento
del ARN, sitios de poliadenilacién (por ejemplo un sitio de adicioén de antigeno T grande de SV40-poliA) y secuencias
terminadoras de transcripcion. Las secuencias de control de expresion preferentes son promotores derivados de genes
de inmunoglobulina, SV40, adenovirus, papilomavirus bovino y similares. Los vectores que contienen los segmentos
de ADN de interés (por ejemplo polipéptidos codificantes de un receptor ACT-4) pueden transferirse al interior de
la célula huésped mediante procedimientos bien conocidos, que varian dependiendo del tipo de huésped celular. Por
ejemplo la transfeccién con CaCl, se utiliza cominmente para las células procaridticas, mientras que el tratamiento
con CaPO, o la electroporacién pueden utilizarse para otros huéspedes celulares. Los vectores pueden encontrarse
presentes en forma de episomas o integrados en el cromosoma del huésped.

B. Polipéptidos ACT-4 o ACT-4-L naturales

Se aislan polipéptidos receptores de ACT-4 naturales mediante técnica convencionales, tales como la cromato-
grafia de afinidad. Por ejemplo, se cultivan anticuerpos policlonales o monoclonales contra ACT-4-h-1 anteriormente
purificado y unido a una columna de afinidad adecuada mediante técnicas bien conocidas (ver, por ejemplo, Hudson
y Hay, Practical Immunology (Blackwell Scientific Publications, Oxford, UK, 1980), capitulo 8, incorporada como
referencia a todos los fines). Por ejemplo, puede inmovilizarse anti-ACT-4-h-1 en una columna de proteina A-sefarosa
mediante entrecruzamiento del dominio Fc con un agente de entrecruzamiento homobifuncional, tal como pimelimi-
dato de dimetilo. A continuacidn, se pasan los extractos celulares a través de la columna y la proteina receptora ACT-
4 unida especificamente a la columna se eluye con, por ejemplo, dcido pirogénico 0,5 M, pH 2,5. Habitualmente,
se obtiene una forma intacta de receptor de ACT-R mediante dichas técnicas de aislamiento. Se generan fragmentos
peptidicos a partir de receptores de ACT-4 intactos mediante corte quimico (por ejemplo bromuro de ciandégeno) o
enzimdtico (por ejemplo proteasa V8 o tripsina) de la molécula intacta. Pueden purificarse polipéptidos ligandos ACT-
4-L naturales utilizando un enfoque andlogo, excepto en que el reactivo de afinidad es un anticuerpo especifico para
ACT-4-L-h-1.

C. Otros procedimientos

Alternativamente, pueden sintetizarse polipéptidos ACT-4 o ACT-4-L mediante procedimientos quimicos o pro-
ducirse mediante sistemas de traduccién in vitro utilizando un molde polinucleétido para dirigir la traduccién. Los
procedimientos para la sintesis quimica de polipéptidos y la traduccién in vitro son bien conocidos de la técnica y se
describen adicionalmente en Berger y Kimmel, Methods in Enzymology, volumen 152, Guide to Molecular Cloning
Techniques, Academic Press, Inc., San Diego, CA, 1987).

V. Acidos nucleicos
A. Clonacion de dcidos nucleicos de ACT-4 o ACT-4-L

El Ejemplo 5 presenta datos de secuencias de dcidos nucleicos para un clon de ADNc de un receptor ACT-4
denominado ACT-4-h-1. La secuencia incluye una region traducida y regiones 3’ y 5’ flanqueantes. Estos datos de
secuencia pueden utilizarse para disefiar sondas con las que aislar otros genes de receptor ACT-4. Entre estos genes se
incluyen el gen gendmico humano codificante de ACT-4-h-1 y ADNcs y clones gendmicos de especies de mamifero
superior, y variantes alélicas y no alélicas, y mutantes naturales e inducidas de la totalidad de estos genes. Especifica-
mente se proporcionan todos los fragmentos de 4cidos nucleicos codificantes de todos los polipéptidos receptores de
ACT-4 dados a conocer en la presente solicitud. Se encuentran disponibles comercialmente bibliotecas genémicas de
muchas especies (por ejemplo, Clontech, Palo Alto, CA) o pueden aislarse de novo mediante procedimientos conven-
cionales. Las bibliotecas de ADNc se preparan mejor a partir de células CD4" activadas, que expresan ACT-4-h-1 en
grandes cantidades.

Las sondas utilizadas para aislar clones tipicamente comprenden una secuencia de aproximadamente por lo me-
nos 24 nucleétidos contiguos (o el complemento de los mismos) de la secuencia de ADNc mostrada en la fig. 5. Por
ejemplo, puede marcarse un polinucleétido de longitud completa correspondiente a la secuencia mostrada en la fig. 5
y utilizarse como sonda de hibridacién para aislar clones gendmicos a partir de una biblioteca de clones genémicos
humanos en, por ejemplo, AEMBL4 o AGEM11 (Promega Corporation, Madison, WI); las condiciones de hibrida-
cion tipicas para el cribado de transferencias de placa (Benton y Davis, Science 196:180, 1978) pueden ser: 50% de
formamida, 5 x SSC o SSPE, 1-5 x solucién de Denhardt, SDS al 0,1-1%, 100 a 200 ug de ADN heter6logo cor-
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tado, dextran sulfato al 0-10%, 1 x 10° a 1 x 10" cpm/ml de sonda desnaturalizada con una actividad especifica de
aproximadamente 1 x 10* cpm/ug e incubacién a 42°C durante aproximadamente 6 a 36 horas. Las condiciones de
prehibridacién son esencialmente idénticas excepto en que no se incluye sonda y tipicamente se reduce el tiempo de
incubacién. Las condiciones de lavado tipicamente son: 1 a 3 x SSC, SDS al 0,1-1%, 50°C a 70°C con un cambio de la
solucién de lavado tras aproximadamente 5 a 30 minutos. Las condiciones de hibridacién y de lavado tipicamente son
menos restrictivas para el aislamiento de variantes afines superiores o de variantes no alélicas que para, por ejemplo,
el clon genémico humano de ACT-4-h-1.

Alternativamente pueden utilizarse sondas para clonar genes del receptor ACT-4 mediante procedimientos que
utilizan la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Los procedimientos de amplificacién por PCR se describen
en, por ejemplo, PCR Technology: Principles and Applications for DNA Amplification (editor H.A. Erlich, Freeman
Press, NY, NY, 1992); PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications (editores Innis ef al., Academic Press,
San Diego, CA, 1990); Mattila et al., Nucleic Acids Res. 19:4967, 1991; Eckert, K.A. y Kunkel, T.A., PCR Methods
and Applications 1:17, 1991; PCR (editores McPherson et al., IRL Press, Oxford) y patente US n° 4.683.202 (cada
una de las cuales se incorpora como referencia a todos los fines).

Alternativamente, pueden construirse secuencias polinucledtidas sintéticas correspondientes a la totalidad o parte
de las secuencias mostradas en la fig. 5 mediante sintesis quimica de oligonucledtidos. Pueden incorporarse susti-
tuciones, deleciones y adiciones de nucleétidos en los polinucledtidos de la invencidén. La variacién de la secuencia
de nucleétidos puede resultar de la degeneracion del cédigo genético, de los polimorfismos de secuencia de diversos
alelos del receptor ACT-4, de errores menores de secuenciacion o puede introducirse mediante mutagénesis aleatoria
de los 4cidos nucleicos codificantes utilizando irradiaciéon o exposicion a EMS, o mediante cambios introducidos me-
diante mutagénesis sitio-especifica u otras técnicas de la biologia molecular moderna (ver Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, C.S.H.P. Press, NY, 2a edicién, 1989) (incorporada como referencia a todos los fines).
Para las secuencias de nucleétidos que son capaces de transcribirse y traducirse para producir un polipéptido funcional,
la degeneracion del codigo genético resulta en varias secuencias de nucleétidos que codifican el mismo polipéptido.
La invencién incluye todas dichas secuencias. Generalmente las sustituciones, deleciones y adiciones de nucleétidos
no deberian alterar sustancialmente la capacidad de un polinucleétido de receptor ACT-4 de hibridarse a la secuencia
de ACT-4-h-1 mostrada en la fig. 5 bajo condiciones restrictivas. Tipicamente los polinucledtidos del receptor ACT-
4 comprenden por lo menos 25 nucledtidos consecutivos que son sustancialmente idénticos a una secuencia de recep-
tor ACT-4 natural (por ejemplo, fig. 5), mas habitualmente los polinucleétidos de receptor ACT-4 comprenden por
lo menos 50 a 100 nucleétidos consecutivos, que son sustancialmente idénticos a una secuencia de receptor ACT-4
natural.

Los polinucleétidos de receptor ACT-4 pueden ser oligonucle6tidos cortos (por ejemplo aproximadamente 10, 15,
25, 50 6 100 bases contiguas de la secuencia de ACT-h-1 mostrada en la fig. 5), tal como para la utilizacién como
sondas de hibridacién y cebadores de PCR (o LCR). Las secuencias polinucleétidas de receptor ACT-4 también pueden
comprender parte de un polinucleétido mayor que incluye secuencias que facilitan la transcripcién (secuencias de
expresion) y la traduccién de las secuencias codificantes, de manera que se produce el producto polipéptido codificado.
La construccién de dichos polinucleétidos es bien conocida de la técnica y se describe adicionalmente en Sambrook
et al., supra (C.S.H.P. Press, NY, 2a edicion, 1989). El polinucleétido del receptor ACT-4 puede fusionarse en el
mismo marco de lectura con otra secuencia polinucleétida codificante de una proteina diferente (por ejemplo glutatién
S-transferasa, §-galactosidasa o un dominio Fc de inmunoglobulina) para codificar la expresién de una proteina de
fusién (ver, por ejemplo, Bym et al., Nature 344:667-670, 1990) (incorporada como referencia a todos los fines).

Los 4cidos nucleicos codificantes de los genes de ACT-4-L pueden producirse mediante un enfoque andlogo, uti-
lizando la secuencia de ADNc de ACT-4-L-h-1 mostrada en la fig. 10 como material de partida para el disefio de
la sonda. Entre los genes de ACT-4-L se incluyen el gen gendmico humano codificante de ACT-4-L-h-1, variantes
alélicas y no alélicas, variantes afines superiores y mutantes naturales e inducidos de la totalidad de dichos genes. Es-
pecificamente, se proporcionan todos los fragmentos de dcidos nucleicos (gendmicos, ADNCc o sintéticos) codificantes
de todos los polipéptidos ACT-4-L dados a conocer en la presente solicitud. En los fragmentos de dcidos nucleicos
que presentan mutaciones de secuencias naturales, generalmente la mutacién no altera sustancialmente la capacidad
de un polinucledtido de ACT-4-L de hibridarse con la secuencia de nucleétidos de ACT-4-L-h-1 bajo condiciones res-
trictivas. Los polinucledtidos del ligando ACT-4-L pueden ser oligonucleétidos cortos (por ejemplo 10, 15, 25, 50 6
100 bases contiguas de la secuencia de ACT-4-L-h-1 mostrada en la fig. 10), tal como para la utilizacién como sondas
de hibridacién y cebadores de PCR (o de LCR). Las secuencias polinucleétidas del ligando ACT-4-L también pueden
comprender parte de un polinucle6tido mayor, tal como se ha comentado en referencia a las secuencias polinucledtidas
de ACT-4.

V. Anticuerpos e hibridomas

En otra realizacién de la invencion, se proporcionan anticuerpos contra los polipéptidos AT-4-L segtin se define en
las reivindicaciones.

A. Caracteristicas generales de los anticuerpos

Los anticuerpos o inmunoglobulinas tipicamente estdn compuestas de cuatro cadenas peptidicas unidas covalen-
temente. Por ejemplo, un anticuerpo IgG presenta dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas. Cada cadena ligera se

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2323392 T3

encuentra covalentemente unida a una cadena pesada. A su vez, cada cadena pesada se encuentra unida covalente-
mente a la otra, formando una configuracién de “Y”, también conocida como conformacién de inmunoglobulina. Los
fragmentos de estas moléculas, o incluso cadenas pesadas o ligeras solas, pueden unirse a antigenos. Los anticuerpos,
fragmentos de anticuerpo y las cadenas individuales también se denominan en la presente invencién inmunoglobulinas.

Una cadena pesada o ligera de anticuerpo normal presenta una regién variable (V) N-terminal (NH,) y una regién
constante (C) C-terminal (-COOH). La regi6n variable de cadena pesada se denomina Vy (incluyendo, por ejemplo,
V,) y la regién variable de cadena ligera se denomina V;, (incluyendo V, o V,). La regién variable es la parte de la
molécula que se une al antigeno afin del anticuerpo, mientras que la regién Fc (el segundo y tercer dominios de la
regioén C) determina la funcién efectora del anticuerpo (por ejemplo la fijacion del complemento, la opsonizacién). La
inmunoglobulina de longitud completa o las “cadenas ligeras” del anticuerpo (generalmente de aproximadamente 25
kDa, aproximadamente 214 aminoacidos) se encuentran codificadas por un gen de regién variable en el extremo N-
terminal (generalmente de aproximadamente 110 aminoécidos) y un gen de region constante « (kappa) o A4 (lambda)
en el extremo COOH. La inmunoglobulina de longitud completa o las “cadenas pesadas” de anticuerpo (generalmente
de aproximadamente 50 kD, aproximadamente 446 aminodcidos) se encuentran codificadas de manera similar por
un gen de regién variable (generalmente codificante de aproximadamente 116 aminoécidos) y uno de los genes de la
region constante, por ejemplo gamma (codificante de aproximadamente 330 aminodcidos). Tipicamente “V,” incluye
la parte de la cadena ligera codificada por los segmentos génicos Vi y/o J. (J, regién de unién) y “Vy” incluye la parte
de la cadena pesada codificada por los segmentos génicos Vy y/o Dy (D, regién de diversidad) y Jy (ver, de manera
general, Roitt et al., Immunology (2a edicién, 1989), capitulo 6, y Paul, Fundamental Immunology (Raven Press, 2a
edicion, 1989) (cada una de las cuales se incorpora como referencia a todos los fines).

Una region variable de cadena ligera o pesada de inmunoglobulina consiste de una “regién marco” interrumpida
por tres regiones hipervariables, también denominadas regiones determinantes de complementariedad o CDRs. Se ha
definido la amplitud de la regién marco y de las CDRs (ver Kabat et al., “Sequences of Proteins of Immunological
Interest”, U.S. Department of Health and Human Services, 1987; Chothia et al., J. Mol. Biol. 196:901-917, 1987)
(cada una de las cuales se incorpora como referencia a todos los fines). Las secuencias de las regiones marco de
diferentes cadenas ligeras o pesadas se encuentran relativamente conservadas dentro de una especie. La regién marco
de un anticuerpo, es decir las regiones marco combinadas de las cadenas ligera y pesada constituyentes, sirve para
situar y alinear las CDRs en el espacio tridimensional. Las CDRs son responsables principalmente de la unién a un
epitopo de un antigeno. Las CDRs tipicamente se denominan CDR1, CDR2 y CDR3, numeradas secuencialmente
partiendo del extremo N-terminal.

La region constante de la molécula de cadena pesada, también conocida como Cy, determina el isotipo del anti-
cuerpo. Los anticuerpos se denominan IgM, IgD, IgG, IgA e IgE, dependiendo del isotipo de la cadena pesada. Los
isotipos se encuentran codificados en los segmentos mu (u), delta (A), gamma (y), alfa (@) y epsilon (&) de la regién
constante de la cadena pesada, respectivamente. Ademads, existen varios subtipos de . Existen dos tipos de cadena li-
gera: k y A. Los determinantes de estos subtipos tipicamente residen en la region constante de la cadena ligera, también
denominada C; en general, y Ck o CA, en particular.

Los isotipos de cadena pesada determinan diferentes funciones efectoras del anticuerpo, tales como la opsonizacién
o la fijacién del complemento. Ademads, el isotipo de la cadena pesada determina la forma secretada del anticuerpo.
Los isotipos IgG, IgD e IgE secretados se encuentran tipicamente en forma de tinica unidad o monomérica. El isotipo
IgM secretado se encuentra en forma pentamérica; puede encontrarse IgA secretado en forma tanto monomérica como
dimérica.

B. Produccion de anticuerpos

Los anticuerpos que se unen a un receptor ACT-4, a un ligando ACT-4-L o a fragmentos ligantes de cualquiera
de los mismos, pueden producirse mediante una diversidad de medios. La produccién de anticuerpos monoclonales
no humanos, por ejemplo murinos, de rata, etc., es bien conocida y puede conseguirse, por ejemplo, inmunizando el
animal con una preparacidon que contiene un receptor ACT-4 o los ligandos del mismo, o un fragmento inmunogénico
de cualquiera de los mismos. Particularmente, resultan ttiles como inmundgenos las células establemente transfectadas
con un gen de ACT-4 o ACT-4-L recombinante y expresando un receptor ACT-4 o ligando para el mismo sobre la
superficie de dichas células. Las células productoras de anticuerpos obtenidas a partir de los animales inmunizados se
inmortalizan y se criban para la produccién de un anticuerpo que se une a los receptores de ACT-4 o los ligandos de los
mismos (ver Harlow y Lane, Antibodies, A Laboratory Manual, C.S.H.P. NY, 1988) (incorporada como referencia a
todos los fines). Varios anticuerpos murinos contra una proteina que presentan una secuencia de aminoacidos primaria
idéntica o sustancialmente similar a ACT-4-L-h-1 han sido comentados por Tozawa et al., Int. J. Cancer 41:231-238,
1988; Tanaka et al., Int. J. Cancer 36:549-555, 1985 (incorporada como referencia en su totalidad a todos los fines).

También se han descrito varias técnicas para generar anticuerpos monoclonales humanos, aunque generalmente
resultan mds onerosas que las técnicas murinas y no aplicables a todos los antigenos (ver, por ejemplo, Larrick e?
al., patente US n°® 5.001.065, para una revision (incorporada como referencia a todos los fines)). Una técnica que
ha sido utilizada con éxito para generar anticuerpos monoclonales humanos contra una diversidad de antigenos es la
metodologia del trioma de Ostberg ez al., Hybridoma 2:361-367, 1983; Ostberg, patente US n° 4.634.664, y Engleman
et al., patente US n° 4.634.666 (incorporada como referencia a todos los fines). Las lineas celulares productoras de
anticuerpos obtenidas mediante el presente procedimiento se denominan triomas, debido a que descienden de tres
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células: dos humanas y una de ratén. Se ha encontrado que los triomas producen anticuerpos mds establemente que
los hibridomas ordinarios preparados a partir de células humanas.

Un enfoque alternativo es la generacién de inmunoglobulinas humanizadas mediante 1a unién de las regiones CDR
de anticuerpos no humanos a regiones constantes humanas mediante técnicas de ADN recombinante (ver Queen et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:10029-10033, 1989, y patente WO n° 90/07861 (incorporada como referencia a todos
los fines). Las inmunoglobulinas humanizadas presentan residuos de marco de region variable sustancialmente proce-
dentes de una inmunoglobulina humana (denominada inmunoglobulina aceptora) y regiones determinantes de com-
plementariedad sustancialmente procedentes de una inmunoglobulina de ratén, por ejemplo el anticuerpo L106 (ver
el Ejemplo 1) (denominada inmunoglobulina donante). La regién o regiones constantes, en caso de hallarse presentes,
también proceden sustancialmente de una inmunoglobulina humana. Los dominios variables humanos habitualmente
se seleccionan de entre los anticuerpos humanos cuyas secuencias de marco muestran un grado elevado de identidad de
secuencia con los dominios de regién variable murina a partir de los que se derivan las CDRs. Los residuos de marco
de regién variable de cadena pesada y de cadena ligera pueden derivarse a partir de secuencias de anticuerpo humano
iguales o diferentes. Las secuencias de anticuerpo humanas pueden ser secuencias de anticuerpos humanos naturales
o pueden ser secuencias de consenso de varios anticuerpos humanos (ver Carter et al., patente WO n°® 92/22653). Se
seleccionan determinados aminodcidos de entre los residuos de marco de la region variable humana para la sustitucion
basandose en su posible influencia sobre la conformacién y/o unién al antigeno de la CDR. La investigacién de estas
posibles influencias se realiza mediante modelado, examen de las caracteristicas de los aminodcidos en localizaciones
particulares, o la observacién empirica de los efectos de la sustituciéon o mutagénesis de aminodcidos particulares.

Por ejemplo, cuando un aminoécido es diferente en un residuo de marco de regién variable de L106 murino y en un
residuo de marco de region variable humana seleccionada, el aminoadcido de marco humano habitualmente deberia sus-
tituirse por el aminodcido de marco equivalente procedente del anticuerpo de ratén cuando se espere razonablemente
que el aminodcido:

(1) se una de manera no covalente al antigeno directamente,
(2) sea contiguo a una regién CDR,

(3) interaccione de otra manera con una regién CDR (por ejemplo se encuentre a menos de aproximadamente
3 A de una regién CDR), o

(4) participe en la interfaz Vi -Vy.

Otros candidatos para la sustitucién con aminodcidos de marco humanos aceptores que son poco habituales para
una inmunoglobulina humana en esa posiciéon. Estos aminodcidos pueden sustituirse por aminodcidos de la posicién
equivalente del anticuerpo L106 o de las posiciones equivalentes de inmunoglobulinas humanas mas tipicas.

Un enfoque adicional para aislar secuencias de ADN que codifican un anticuerpo monoclonal humano o un frag-
mento ligante del mismo es mediante cribado de una biblioteca de ADN procedente de células B humanas segtin el
protocolo general descrito de manera general por Huse et al., Science 246:1275-1281, 1989, y después clonar y ampli-
ficar las secuencias que codifican el anticuerpo (o fragmento ligante) de la especificidad deseada. El protocolo descrito
por Huse resulta mds eficiente en combinacién con tecnologia de expresion fagica (ver, por ejemplo, Dower et al.,
patente WO n° 91/17271 y McCafferty et al., patente WO n° 92/01047). La tecnologia de expresion figica también
puede utilizarse para mutagenizar regiones CDR de anticuerpos que se ha mostrado previamente que presentan afini-
dad para los receptores de ACT-4 o los ligandos de los mismos. Se seleccionan los anticuerpos que presentan afinidad
de unién mejorada.

Los anticuerpos anti-receptor ACT-4 que se unen especificamente al mismo epitopo que el anticuerpo L106 habi-
tualmente se identifican mediante un ensayo de unién competitiva. El ensayo presenta tres componentes: un polipépti-
do ACT-4 (por ejemplo ACT-4-h-1), anticuerpo L106, que habitualmente se encuentra marcado, y el anticuerpo bajo
ensayo. Con frecuencia el polipéptido receptor ACT-4 se inmoviliza en un soporte sélido. El anticuerpo de ensayo se
une al mismo epitopo que el anticuerpo L106 si reduce la cantidad de anticuerpo L106 que se une especificamente
al polipéptido receptor ACT-4. El grado de cribado necesario para obtener dichos anticuerpos puede reducirse gene-
rando anticuerpos mediante un protocolo en el que el epitopo especifico unido por L106 se utiliza como inmundgeno.
Los anticuerpos que se unen al mismo epitopo que L106 pueden mostrar una secuencia de aminodcidos sustancial-
mente idéntica, aunque no completamente, a la del anticuerpo L106, o pueden presentar una estructura primaria no
relacionada con el anticuerpo L106.

Se identifican anticuerpos anti-ACT-4 que presentan una especificidad de unién diferente que L106 (es decir, que
se unen a un epitopo diferente) mediante un enfoque complementario. Los anticuerpos de ensayo se criban para su
incapacidad de competir con el anticuerpo L106 para la unién a un polipéptido receptor ACT-4. El grado de cribado
puede reducirse mediante la generacion de anticuerpos mediante un protocolo en el que se utiliza como inmundgeno
un fragmento sin un epitopo especifico unido por L106.

Los anticuerpos que presentan la misma o diferente especificidad de unién para un anticuerpo seleccionado contra
un polipéptido ligando ACT-4-L pueden identificarse mediante procedimientos analogos.
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Los anticuerpos que presentan la capacidad de estimular o inhibir la activacién de las células CD4* o B pueden
identificarse mediante los procedimientos de cribado comentados en la Seccién VI, infra. Algunos anticuerpos pueden
inhibir selectivamente la activacién en respuesta a algunos estimulos (por ejemplo aloantigénicos pero no mitogénicos,
o viceversa) y no a otros. La capacidad inhibidora de algunos anticuerpos podria depender del momento tras la activa-
cion en el que se afiade el anticuerpo. Algunos anticuerpos podrian presentar la capacidad de activar células CD4* o
B independientemente de otros estimulos, mientras que otros anticuerpos podrian presentar Gnicamente la capacidad
de incrementar la eficacia de otro estimulo, tal como el proporcionado por PHA o PMA/yonomicina.

Los anticuerpos aislados mediante los procedimientos anteriores pueden utilizarse para generar anticuerpos anti-
idiotipicos mediante, por ejemplo, la inmunizacién de un animal con el anticuerpo primario. Para los anticuerpos anti-
receptor ACT-4, se seleccionan los anticuerpos anti-idiotifpicos cuya unidén al anticuerpo primario resulta inhibida por
los receptores de ACT-4 o fragmentos de los mismos. Debido a que tanto el anticuerpo anti-idiotipico y los receptores
de ACT-4 o fragmentos de los mismos se unen a la inmunoglobulina primaria, la inmunoglobulina anti-idiotipica
podria representar la “imagen interna” de un epitopo y de esta manera podria sustituir el polipéptido ligando ACT-4-
L. Los anticuerpos anti-idiotipicos contra un polipéptido ligando ACT-4-L que pueden sustituir a un receptor ACT-4
pueden producirse mediante un enfoque andlogo.

C. Mapado de epitopos

El epitopo unido al anticuerpo L106 o cualquier otro anticuerpo seleccionado contra un receptor ACT-4 se deter-
mina proporcionando una familia de fragmentos que contiene diferentes segmentos de aminoécidos que un polipéptido
receptor ACT-4, tal como ACT-4-h-1. Cada fragmento tipicamente comprende por lo menos 4, 6, 8, 10, 20, 50 6 100
aminodcidos contiguos. Colectivamente la familia de polipéptidos cubre una gran parte o la totalidad de la secuen-
cia de aminodcidos de un polipéptido receptor ACT-4 de longitud completa. Los miembros de la familia se someten
a ensayo individualmente para la unién a, por ejemplo, el anticuerpo L106. El fragmento mas pequefio que puede
unirse especificamente al anticuerpo bajo ensayo delimita la secuencia de aminodcidos del epitopo reconocido por el
anticuerpo. Se utiliza un enfoque andlogo para localizar los epitopos ligados por anticuerpos contra los polipéptidos
ligandos de ACT-4.

D. Fragmentos de anticuerpos e inmunotoxinas

También se describen en la presente invencién fragmentos de anticuerpos contra receptores de ACT-4 o los ligandos
de los mismos. Tipicamente estos fragmentos muestran unién especifica al receptor o ligando de ACT-4 con una
afinidad de por lo menos 10" M, y més tipicamente de 10° 6 10° M. Entre los fragmentos de anticuerpo se incluyen
cadenas pesadas separadas, Fab de cadenas ligeras, Fab’, F(ab’),, Fabc y Fv. Se producen fragmentos mediante técnicas
de ADN recombinante o mediante separacién enzimadtica o quimica de inmunoglobulinas intactas.

También se describen en la presente invencion inmunotoxinas.

Una inmunotoxina es un compuesto quimérico que consiste de una toxina unida a un anticuerpo con una especifi-
cidad deseada. El anticuerpo sirve como agente de reconocimiento para la toxina (ver, de manera general, Pastan et al.,
Cell 47:641-648, 1986). Un grupo toxina se acopla a un anticuerpo intacto o a un fragmento del mismo mediante téc-
nicas quimicas o de ADN recombinante. Preferentemente la toxina se une a una cadena de inmunoglobulina en forma
de una proteina contigua (ver, por ejemplo, Chovnick et al., Cancer Res. 51:465; Chaudhary et al., Nature 339:394,
1989) (incorporada como referencia a todos los fines). Se proporcionan ejemplos de componentes toxinas adecuados
en la Seccién 1, supra, y se revisan en, por ejemplo, The Specificity and Action of Animal, Bacterial and Plant Toxins
(editor P. Cuatrecasas, Chapman Hall, London, 1976) (incorporada como referencia a todos los fines).

E. Hibridomas y otras lineas celulares

Se describen en la presente invencidn hibridomas, triomas y otras lineas celulares productoras de los anticuerpos y
fragmentos de los mismos comentados supra. Entre estos se incluyen la linea de hibridoma HBL106, depositada bajo
el Tratado de Budapest en la American Type Culture Collection, Rockville, MD 20852 como ATCC n® HB11483, que
produce el anticuerpo de ratén L106.

F. Usos de anticuerpos

Los anticuerpos contra los polipéptidos ACT-4 y ACT-4-L y los fragmentos de unién de los mismos resultan
utiles para cribar las bibliotecas de expresion de ADNc, que contienen preferentemente ADNc humano o de primate
derivado de diversos tejidos y para identificar clones que contienen inserciones de ADNc, que codifican proteinas
estructuralmente relacionadas con reactividad inmunolégica cruzada (ver Aruffo y Seed, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
84:8573-8577, 1987). Los anticuerpos también resultan ttiles para identificar y/o purificar proteinas con reactividad
inmunoldgica cruzada relacionados con los polipéptidos nativos receptor ACT-4 o ligando ACT-4-L o a fragmentos de
los mismos utilizados para generar el anticuerpo. Los usos diagndsticos y terapéuticos de los anticuerpos, fragmentos
ligantes de los mismos, inmunotoxinas y anticuerpos idiotipicos se describen en la Seccién VII, infra.
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V1. Cribado para agonistas y antagonistas

Los polipéptidos ACT-4 y ACT-L-4, fragmentos, andlogos de los mismos, anticuerpos y anticuerpos anti-idio-
tipicos de los mismos, asi como otros agentes quimicos o bioldgicos, se criban para su capacidad de bloquear o
incrementar la unién de un ACT-4 a su ligando. Ademds, se someten a ensayo para su capacidad de estimular o inhi-
bir los procesos metabdlicos, tales como la sintesis de ADN o la fosforilacion de proteinas en células que portan un
receptor ACT-4 o un polipéptido ligando ACT-4-L anclado a las superficies de las mismas.

En algunos procedimientos, el compuesto bajo ensayo se criba para su capacidad de bloquear o incrementar la
unién de un fragmento purificado ligante de un receptor ACT-4 (o proteina de fusién del mismo) a un fragmento
purificado ligante de un polipéptido ligando ACT-4-L (o proteina de fusién del mismo). En estos experimentos, el
receptor o fragmento de ligando habitualmente se inmovilizan en un soporte sélido. A continuacién, el compuesto de
ensayo compite con un fragmento de ACT-4 o de ACT-4-L (el que no se encuentre unido a un soporte s6lido) para la
unio6n al suporte. Habitualmente, el compuesto de ensayo o el ligando o receptor se encuentra marcado.

En otros procedimientos, el polipéptido receptor ACT-4 y el ligando ACT-4-L o fragmentos ligantes de estas mo-
Iéculas, se expresan sobre una superficie celular. Por ejemplo, un polipéptido ligando ACT-4-L puede expresarse sobre
células B activadas y/o un polipéptido receptor ACT-4 expresado sobre células T CD4* activadas. Alternativamente,
el ligando o el receptor pueden expresarse a partir de ADN recombinante en, por ejemplo, las células COS-7 (ver
el Ejemplo 6). En estos procedimientos, la existencia de agonismo o antagonismo se determina a partir del grado de
unidén entre un receptor ACT-4 y el ligando del mismo que se observa en presencia del compuesto de ensayo. Alter-
nativamente, la actividad del compuesto de ensayo se somete a ensayo mediante la medicidn de la incorporacion de
SH-timidina en ADN o la incorporacién de **P en protefnas en células que portan un receptor ACT-4 y/o células que
portan un polipéptido ligando ACT-4-L.

Los compuestos que bloquean la sintesis de ADN inducida por el polipéptido ACT-4 o ACT-4-L o la desfosfor-
lacién de proteinas son antagonistas. Los compuestos que activan la sintesis o la fosforilacién del ADN mediante la
interaccidn con un receptor ACT-4 o los ligandos del mismo son agonistas. La actividad agonista o antagonista tam-
bién puede determinarse a partir de otros criterios de valoracién funcionales o fisicos de activacién de los leucocitos,
o a partir de resultados clinicamente deseables o no deseables, tales como la actividad citolitica o la extravasacién de
leucocitos hacia tejidos procedentes de vasos sanguineos.

La capacidad de los agentes de agonizar o antagonizar la proliferacion de las células T in vitro puede correlacionar-
se con la capacidad de afectar a la respuesta inmunoldgica in vivo. La actividad in vivo tipicamente se somete a ensayo
utilizando modelos animales adecuados, tales como ratones o ratos. Para someter a ensayo el efecto de los agentes
sobre el rechazo del aloinjerto, pro ejemplo, pueden administrarse potenciales agentes terapéuticos en los animales en
diversos tiempos antes de la introduccion del tejido alogénico, y puede realizarse el seguimiento de los animales para
el rechazo del trasplante. Se han descrito procedimientos adecuados para llevar a cabo el trasplante y el seguimiento
del rechazo del trasplante (ver, por ejemplo, Hislop et al., J. Thorac. Cardiovasc. 100:360-370, 1990) (incorporada
como referencia a todos los fines).

VIL. Procedimientos y composiciones terapéuticas y diagnosticas
A. Procedimientos diagnosticos

Las enfermedades y condiciones del sistema inmunoldgico asociadas a alteraciones de la abundancia, o a la muta-
cién funcional, de un receptor ACT-4 o0 el ARNm del mismo, o de un ligando ACT-4-L o el ARNm del mismo pueden
diagnosticarse utilizando las sondas y/o anticuerpos de la presente invencidn. La deteccién de un receptor ACT-4 o
ARNm permite distinguir las células T CD4* activadas de otros subtipos de leucocito. Por ejemplo, puede detectarse
un receptor ACT-4 utilizando un anticuerpo o un polipéptido ACT-4-L que se una especificamente al receptor ACT-4.
La presencia de células T CD4* activadas es indicativa de una respuesta inmunoldgica inducida por MHC de clase 11
contra, por ejemplo, bacterias invasoras. La comparacién del nimero de células CD4* y CD8* activadas podria permi-
tir el diagndstico diferencial entre infeccidn bacteriana y virica, inducidas predominantemente por estos tipos celulares
activados respectivos. La presencia de células CD4* activadas también es indicativa de enfermedades y condiciones no
deseables del sistema inmunoldgico, tales como el rechazo del aloinjerto, la enfermedad del injerto contra el huésped,
enfermedades autoinmunoldgicas, alergias e inflamacién. Puede realizarse el seguimiento de la eficacia de los agentes
terapéuticos en el tratamiento de dichas enfermedades y condiciones.

La deteccién del ligando ACT-4-L o el ARNm del mismo podria indicar la presencia de células B activadas
y/o sefializar que es inminente la aparicién de células T CD4* activadas. El ligando ACT-4-L puede detectarse, por
ejemplo, utilizando un anticuerpo o un polipéptido receptor ACT-4 que se una especificamente al ligando ACT-4-L.
La deteccién sucesiva del ligando ACT-4-L seguida del receptor ACT-4 (o viceversa) podria permitir el seguimiento
de la progresion a través de diferentes estadios temporales de la activacién en una respuesta inmunoldgica.

El diagnéstico puede llevarse a cabo extrayendo una muestra celular (por ejemplo una muestra de sangre, una
biopsia o tejido de nédulo linfatico) de un paciente. A continuacién, la muestra se somete a andlisis para determinar:
(1) la cantidad de receptor ACT-4 o ligando ACT-4-L expresado en células individuales de la muestra (por ejemplo
mediante tincién inmunohistoquimica de células fijadas con un anticuerpo, o mediante analisis FACS™), (2) la canti-
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dad de ARNm de receptor ACT-4 o de ligando ACT-4-L en células individuales (mediante hibridacién in sifu con una
sonda polinucledtida complementaria marcada), (3) la cantidad de ARNm de receptor ACT-4 o de ligando ACT-4-L
en la muestra celular mediante extraccién del ARN seguido de hibridacién a una sonda polinucleétida complementaria
marcada (por ejemplo mediante transferencia northern, transferencia por puntos, hibridacién en solucién o PCR cuan-
titativa), o (4) la cantidad de receptor ACT-4 o ligando ACT-4-L en la muestra celular (por ejemplo mediante rotura
celular seguida de inmunoensayo o de transferencia western del extracto celular resultante).

El diagnéstico también puede llevarse a cabo mediante la administracién in vivo de un reactivo diagndstico (por
ejemplo un anticuerpo anti-ACT-4 o anti-ACT-4-L marcado para el seguimiento de las células T CD4* o de las células
B, respectivamente) y la deteccién mediante imdgenes in vivo. La concentracidn de agente diagndstico administrado
deberia resultar suficiente para que la unién a aquellas células con el antigeno diana resulte detectable comparado
con la sefial de fondo. Ademads, resulta deseable que el reactivo diagndstico pueda ser rapidamente eliminado del
sistema circulatorio con el fin de proporcionar la mejor proporciéon de sefial diana-fondo. El reactivo diagndstico
puede marcarse con un radioisétopo para la obtencién de imagenes fotograficas, o con un isétopo paramagnético para
la resonancia magnética o la obtencién de imédgenes de resonancia de espin electrénico.

Un cambio (tipicamente un incremento) del nivel de proteina o de ARNm de un receptor ACT-4 o de ligando ACT-
4-L en una muestra celular de un individuo que se encuentre fuera del rango de niveles clinicamente establecidos como
normales, podria indicar la presencia de una reaccidén inmunoldgica no deseable en el individuo del que se obtuvo
la muestra y/o indicar una predisposicién del individuo a desarrollar (o progresar a través) de dicha reaccioén. Los
niveles de proteina o de ARNm pueden utilizarse como marcador de diferenciacién para identificar y tipar células
de determinados linajes (por ejemplo células CD4* activadas para el receptor ACT-4) y origenes del desarrollo. Esta
deteccion especifica de tipo celular puede utilizarse para el diagnéstico histopatoldgico de respuestas inmunolégicas
no deseadas.

B. Kits diagndsticos

También se describen en la presente invencidn kits diagndsticos para los procedimientos diagndsticos descritos su-
pra. Los kits comprenden uno o mds recipientes que alojan los reactivos diagndsticos, tales como anticuerpos marcados
contra receptores de ACT-4 y ligandos ACT-4-L, y reactivos y/o aparato para detectar el marcaje. También pueden
incluirse otros componentes presentes rutinariamente en estos kits, conjuntamente con instrucciones para llevar a cabo
el ensayo diagndstico.

C. Composiciones farmacéuticas

Las composiciones farmacéuticas utilizadas para el tratamiento profilactico o terapéutico comprenden un agente
terapéutico activo, por ejemplo un receptor ACT-4, un ligando ACT-4-L, fragmentos de los mismos, y anticuerpos y
anticuerpos idiotipicos de los mismos, y una diversidad de otros componentes. La forma preferente depende del modo
pretendido de administracién y de la aplicacién terapéutica. Las composiciones también pueden incluir, dependiendo
de la formulacién deseada, portadores o diluyentes no téxicos farmacéuticamente aceptables, que se definen como
vehiculos utilizados comtinmente para formular composiciones farmacéuticas para la administracién animal o humana.
El diluyente se selecciona de manera que no afecte a la actividad bioldgica de la combinacién. Son ejemplos de
estos diluyentes, agua destilada, solucidn salina fisiolégica, soluciones de Ringer, solucion de dextrosa y solucién
de Hank. Ademads, la composicién o formulacién farmacéutica también puede incluir otros portadores, adyuvantes o
estabilizadores no toxicos, no terapéuticos, no inmunogénicos y similares.

D. Procedimientos terapéuticos

Los procedimientos terapéuticos utilizan los agentes terapéuticos comentados anteriormente para el tratamiento
de diversas enfermedades en seres humanos o animales, particularmente en mamiferos vertebrados. Entre los agentes
terapéuticos se incluyen receptores de ACT-4, fragmentos ligantes de los mismos, ligandos ACT-4-L, fragmentos
ligantes de los mismos, receptor anti-ACT-4 y anticuerpos anti-ligando ACT-4-L y anticuerpos anti-idiotipicos de
los mismos, fragmentos ligantes de estos anticuerpos, versiones humanizadas de estos anticuerpos, inmunotoxinas y
otros agentes comentados supra. Algunos agentes terapéuticos funcionan bloqueando o antagonizando la accién de un
receptor ACT-4 con su ligando. Los agentes terapéuticos preferentes compiten con el ligando para la unién al receptor
o compiten con el receptor para la unién al ligando. Otros agentes terapéuticos funcionan eliminando células que
portan un polipéptido contra el que se dirige el agente. Por ejemplo, los anticuerpos anti-receptor ACT-4 con funciones
efectoras o que se encuentran conjugadas a toxinas, radioisétopos o fairmacos, son capaces de eliminar selectivamente
células T CD4* activadas. De manera similar, los anticuerpos anti-ligando ACT-4-L son capaces de eliminar células B
activadas bajo circunstancias andlogas. La eliminacién selectiva de células activadas resulta particularmente ventajosa
debido a que puede reducirse o eliminarse una respuesta inmunolégica no deseable, conservando simultdneamente una
capacidad inmunoldgica residual en la forma de células B inactivadas, células CD4" y células CD8* para combatir
microorganismos invasores contra los que pueden exponerse posteriormente un paciente. Otros agentes terapéuticos
funcionan como agonistas de la interaccién entre un receptor ACT-4 y ligando ACT-4-L.
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1. Dosis y procedimientos de administracion

En las aplicaciones terapéuticas, se administra una composicién farmacéutica (por ejemplo comprendiendo un an-
ticuerpo contra ACT-4-h-1 o ACT-4-L-h-1), in vivo o ex vivo, en un paciente que ya sufre una respuesta inmunolégica
no deseable (por ejemplo rechazo del trasplante) en una cantidad suficiente para curar, parcialmente detener o enlen-
tecer detectablemente la progresion de la enfermedad y sus complicaciones. Una cantidad suficiente para conseguir lo
anterior se define como “dosis terapéuticamente eficaz” o “dosis eficaz”. Las cantidades eficaces para este uso depen-
deran de la severidad de la condicién, del estado general del paciente y de la via de administracidn, y la combinacién
con otros farmacos inmunosupresores, en caso de existir, aunque generalmente se encuentra comprendida entre apro-
ximadamente 10 ng y aproximadamente 1 g de agente activo por dosis, utilizindose comtinmente unidades de dosis
unitaria de entre 10 mg y 100 mg por paciente. Las composiciones farmacéuticas pueden administrarse sistémicamen-
te mediante infusion intravenosa, o localmente mediante inyeccién. Esta dltima via resulta particularmente util para
la respuesta inmunolégica no deseada localizada, tal como el rechazo del huésped contra el injerto. Para una breve
revision de los procedimientos de administracién de farmaco, ver Langer, Science 249:1527-1533, 1990) (incorporada
como referencia a todos los fines).

En las aplicaciones profilacticas, las composiciones farmacéuticas se administran en pacientes bajo riesgo, pe-
ro que todavia no sufren una reaccién inmunolégica no deseada (por ejemplo un paciente que inminentemente sera
sometido a cirugia de trasplante). La cantidad de agentes que debe administrarse es una “dosis profildcticamente
eficaz”, dependiendo las cantidades exactas del estado de salud del paciente y del nivel general de inmunidad, aun-
que generalmente se encuentra comprendida entre 10 ng y 1 g por dosis, especialmente entre 10 mg y 100 mg por
paciente.

Debido a que los agentes terapéuticos de la invencion es probable que resulten mds selectivos y generalmente
menos téxicos que los agentes inmunomoduladores convencionales, es menos probable que causen los efectos secun-
darios observados con los agentes convencionales. Ademads, debido a que algunos agentes terapéuticos son secuencias
de proteinas humanas (por ejemplo fragmentos ligantes de un receptor ACT-4 o de ligando ACT-4-L o anticuerpos
humanizados), es menos probable que causen respuestas inmunoldgicas tales como aquéllas observadas con los anti-
cuerpos anti-CD3 murinos. Los agentes terapéuticos de la presente invencién pueden combinarse entre si. Por ejemplo,
una combinacién de anticuerpos contra un ligando ACT-4-L con anticuerpos contra un receptor ACT-4 es probable
que proporcionen un bloqueo particularmente eficaz de la activacién de las células T. Los agentes de la invencién
también pueden combinarse con terapéuticas tradicionales, y pueden utilizarse para reducir la dosis de dichos agentes
hasta niveles inferiores a aquellos asociados a efectos secundarios. Por ejemplo, pueden utilizarse otros agentes in-
munosupresores, tales como anticuerpos contra el dominio a3, antigenos de células T (por ejemplo OKT4 y OKTS3,
CD28) antigeno de células B (B7 o B7-2), globulina antitimocitos, asi como agentes quimioterapéuticos, tales co-
mo ciclosporina, glucocorticoides, azatioprina, prednisona, conjuntamente con los agentes terapéuticos de la presente
invencién:

para la destruccién de una poblacmn espemﬁca de células diana, puede resultar ventajoso conJugar los
agentes terapéuticos de la presente invencidén con otra molécula. Por ejemplo, los agentes pueden unirse a
liposomas que contienen agentes inmunosupresores particulares, a un anticuerpo monoclonal especificos
0 a una citotoxina u otro modulador de la actividad celular, de manera que la unién del conjugado a una
poblacién celular diana resulte en la alteracion de la poblacién. Se han comentado supra varias proteinas
toxinas. Entre los agentes quimioterapéuticos se incluyen, por ejemplo, doxorubicina, daunorubicina, me-
totrexato, citotoxina y ARN antisentido. También pueden utilizarse antibiéticos. Ademads, pueden utilizarse
radiois6topos, tales como itrio 90, fésforo 32, plomo 212, yodo 131 o paladio 109. La radiacién emitida
destruye las células diana.

2. Enfermedades y condiciones tratables

Las composiciones farmacéuticas comentadas anteriormente resultan adecuadas para tratar varias enfermedades y
condiciones del sistema inmunoldgico.

a. Rechazo del trasplante

Durante los udltimos afios se ha producido una considerable mejora de la eficiencia de las técnicas quirdrgicas
para el trasplante de tejidos y 6rganos, tales como piel, rifién, higado, corazén, pulmén, pancreas y médula dsea.
Quizés el problema principal es la falta de agentes satisfactorios para inducir inmunotolerancia en el receptor del
aloinjerto u 6rgano trasplantado. Al trasplantar en un huésped células u érganos alogénicos (es decir, el donante y el
donado son individuos diferentes de la misma especie), el sistema inmunoldgico del huésped es probable que organice
una respuesta inmunoldgica contra antigenos foraneos presentes en el trasplante (enfermedad del huésped contra el
injerto), conduciendo a la destruccién del tejido trasplantado. Las células CD8*, CD4* y los monocitos estdn todos
implicados en el rechazo de los tejidos del trasplante. Los agentes terapéuticos de la presente invencién resultan utiles
para bloquear las respuestas inmunoldgicas inducidas por aloantigeno en el donado (por ejemplo el bloqueo o la
eliminacién de la activacion por alégeno de células T CD4* por anticuerpos contra un receptor ACT-4 o ligando ACT-
4-L), evitando de esta manera que estas células participen en la destruccion del tejido u 6rgano trasplantado.
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b. Enfermedad del injerto contra el huésped

Un uso relacionado de los agentes terapéuticos de la presente invencién es en la modulacién de la respuesta inmu-
nolégica implicada en la enfermedad “injerto contra el huésped” (GVHD). GVHD es una enfermedad potencialmente
fatal que se produce al transferir células inmunoldgicamente competentes a un receptor alogénico. En esta situacion,
las células inmunocompetentes del donante podrian atacar tejidos en el receptor. Los tejidos de la piel, epitelios del
tracto gastrointestinal e higado son dianas frecuentes y pueden resultar destruidas durante el curso de la GVHD. La
enfermedad presenta un problema especialmente severo al trasplantar tejido inmunolégico, tal como en el trasplante
de médula ésea; aunque también se ha informado de GVHD menos severa en otros casos también, incluyendo los
trasplantes de corazén y de higado. Los agentes terapéuticos de la presente invencidn se utilizan para bloquear la
activacion, o para eliminar los leucocitos del donante (particularmente las células T CD4* y las células B activadas),
inhibiendo de esta manera la capacidad de las mismas de lisar las células diana en el huésped.

c. Enfermedades autoinmunolégicas

Una situacién adicional en la que resulta deseable la supresién inmunoldgica es en el tratamiento de las enfer-
medades autoinmunolégicas, tales como la diabetes mellitus insulino-dependiente, la esclerosis mdltiple, el sindrome
del hombre rigido, la artritis reumatoide, la miastenia gravis y el lupus eritematoso. En estas enfermedades, el cuerpo
desarrolla una respuesta inmunolégica celular y/o humoral contra uno de sus propios antigenos, conduciendo a la
destruccidn de ese antigeno, con consecuencias potencialmente incapacitantes y/o fatales. Las células T CD4* activa-
das se cree que desempefian un papel importante en muchas enfermedades autoinmunolégicas, tales como la diabetes
mellitus. Las células B activadas desempefian un papel importante en otras enfermedades autoinmunoldgicas, tales
como el sindrome del hombre rigido. Las enfermedades autoinmunolégicas se tratan mediante la administracién de
uno de los agentes terapéuticos de la invencidn, que bloquean la activacién, y/o eliminan, las células T CD4* y/o las
células B. Opcionalmente el autoantigeno, o un fragmento del mismo, contra el que se dirige la enfermedad auto-
inmunoldgica, puede administrarse poco antes, o concurrentemente, o poco después, del agente inmunosupresor. De
esta manera puede inducirse tolerancia frente al autoantigeno bajo la cobertura del tratamiento supresor, evitando de
esta manera la necesidad de la inmunosupresién continua (ver, por ejemplo, Cobbold et al., patente WO n° 90/15152,
1990).

d. Inflamacion

La inflamacion representa la consecuencia de la dilatacién capilar con acumulacién de liquido y migracién de
leucocitos fagociticos, tales como granulocitos y monocitos. La inflamacién resulta importante en la defensa de un
huésped frente a una diversidad de infecciones, aunque también puede presentar consecuencias no deseables en los
trastornos inflamatorios, tales como el choque anafilactico, la artritis, la gota y la isquemia por reperfusion. Las células
T activadas presentan un papel modulador importante en la inflamacion, liberando interferén y y factores estimula-
dores de colonias que, a su vez, activan los leucocitos fagociticos. Los leucocitos fagociticos activados se inducen
para expresar varias moléculas de superficie celular especificas denominadas receptores de localizaciéon (“homing
receptors’”), que sirven para unir los fagocitos a células endoteliales diana. Las respuestas inflamatorias pueden re-
ducirse o eliminarse mediante tratamiento con los agentes terapéuticos de la presente invencion. Por ejemplo, los
anticuerpos contra ACT-4 o ACT-4-L bloquean la activacion de las células CD4* o eliminan las células CD4* acti-
vadas, evitando de esta manera que estas células liberen moléculas necesarias para la activacion de los tipos celulares
fagociticos.

e. Agentes infecciosos

La invencién también proporciona procedimientos para incrementar la eficacia de vacunas en la prevencién o el
tratamiento de enfermedades y condiciones resultantes de agentes infecciosos. Los agentes terapéuticos que presentan
la capacidad de activar las células T CD4" y/o las células B (por ejemplo determinados anticuerpos monoclonales
contra un ligando ACT-4 o ACT-4-L) se administran poco antes, concurrentemente, o poco después de la vacuna
que contiene un antigeno seleccionado. El agente terapéutico sirve para potenciar la respuesta inmunoldgica contra
el antigeno seleccionado. Estos procedimientos pueden resultar particularmente ventajosos en pacientes que sufren
enfermedades de inmunodeficiencia.

f. Infecciones por HTLV-1

Los anticuerpos contra ACT-4-h-L-1 también resultan utiles para eliminar las células infectadas por HTLV-I. Tal
como se ha indicado anteriormente, dichas células expresan un antigeno gp34 que es idéntico o practicamente idén-
tico a ACT-4-h-1. Estos procedimientos habitualmente se llevan a cabo in vivo o ex vivo en individuos infectados
por HTLV-I. Sin embargo, los procedimientos también resultan eficaces para eliminar las células VIH infectadas por
HTLV-1 in vitro. Por ejemplo, los procedimientos resultan particularmente utiles para proteger a los trabajadores hos-
pitalarios de la infeccidn por el contacto con muestras de tejido sometidos a andlisis. El riesgo de infeccion por HTLV-
I puede reducirse mediante tratamiento de las muestras segun los presentes procedimientos (con la condicién, eviden-
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temente, de que las muestras se analicen para algo que no sea la presencia de HTLV-I). Los anticuerpos contra ACT-4-
h-L-1 y también los anticuerpos contra ACT-4-h-1 pueden resultar eficaces para reducir o eliminar las perturbaciones
del sistema inmunolégico que se han observado en individuos que sufren de infeccién por HTLV-I. Estas perturba-
ciones pueden resultar de la presencia de ACXT-4-h-L-1 como antigeno de superficie sobre células T infectadas por
HTLV-I, que permitiria que las células T infectadas interaccionasen con las células T CD4* mediante un receptor
ACT-4.

g. Tratamiento del SIDA

El virus VIH es conocido que infecta células T CD4* humanas mediante la unién al receptor CD4. Sin embargo,
es probable que, para que se produzca la infeccién productiva, el receptor CD4 deba interaccionar con otro receptor
presente sobre el receptor de las células T CD4*. La identificacién de ACT-4 como un receptor sobre la superficie
de las células T activadas sugiere que ACT-4 y/o su ligando ACT-4-L podrian interaccionar con CD4 y contribuir
a la infeccién por VIH de las células T. En este caso, las cantidades terapéuticamente eficaces de los agentes tera-
péuticos dirigidos contra ACT-4 o ACT-4-L podrian resultar eficaces para abortar la infeccién por VIH y, de esta
manera, en el tratamiento del SIDA. Estos agentes terapéuticos también podrian resultar eficaces para eliminar las
células T CD4" infectadas por VIH in vivo o in vitro. Los procedimientos in vitro presentan utilidad en, por ejemplo,
la proteccién de los trabajadores hospitalarios frente a la infeccidn accidental, tal como se ha comentado anterior-
mente.

h. Tratamiento de la enfermedad intestinal inflamatoria

Se ha encontrado que ACT-4-L-L-I y sus andlogos y parejas ligantes especificos, incluyendo ACT-4, pueden
utilizarse en la enfermedad intestinal inflamatoria.

La expresion en tejidos de ACT-4 se ha investigado utilizando la técnica estdndar indirecta de tincién inmunohis-
toquimica con fosfatasa alcalina (ver, por ejemplo, Immunocytochemistry: Practical Applications in Pathology and
Biology, J. Polak y S. van Noorden, editores John Wright y Sons, Bristol). Las muestras de tejido de biopsia de intes-
tino procedentes de pacientes tanto de colitis ulcerosa como de la enfermedad de Crohn se tifieron positivamente con
el anticuerpo anti-ACT-4 llamado L106. Se observaron agrupaciones de células L106+ entre las células linfoides in-
filtrantes en la 1amina propia en los sitios de inflamacién. En las muestras de tejido intestinal procedentes de pacientes
normales o en muestras de tejido intestinal no implicado procedente de pacientes, Unicamente se observaron células
L106+ dispersas aisladas.

Los ejemplos siguientes se proporcionan a titulo ilustrativo, aunque no limitativo, de la invencién.

Ejemplos
Ejemplo 1
Un anticuerpo monoclonal contra ACT-4-h-1

Se inmunizaron ratones con linfoblastos T transformados por PHA. Se fusionaron esplenocitos procedentes de
ratones inmunizados, con células de mieloma SP2/O y se seleccionaron los hibridomas que secretaban anticuerpos
especificos para el clon de células T. Los hibridomas se clonaron mediante dilucién limitante. Se selecciond un an-
ticuerpo monoclonal, denominado L106, producido por uno de los hibridomas resultantes, para la caracterizacién
adicional. Se encontr6 que el anticuerpo L.106 presentaba un isotipo IgGI. Un hibridoma productor del anticuerpo,
denominado HBL 106, ha sido depositado con el nimero ATCC HB11483.

Ejemplo 2
Distribucion celular de polipéptido reconocido por el anticuerpo L106

Se pusieron a disposicion de determinados participantes en el Fourth International Workshop and Conference
on Human Leucocyte Differentiation Antigens (Viena, 1989) muestras que contenian el anticuerpo L106 con el fin
de identificar los tipos de tejido y celulares que se unen al anticuerpo L106. Los datos del taller se presentan en
Leukocyte Typing IV (editor W. Knapp, Oxford U. Press, 1989) (incorporada como referencia a todos los fines)
y en una base de datos computerizada adjunta disponible de Walter R. Gilks, MRC Biostatistics Unit, Cambridge
University, Inglaterra. Esta referencia informa que el anticuerpo L106 se une a un polipéptido de aproximadamente
50 kDa. Este polipéptido se ha informa que se encuentra presente sobre células HUT-102 (una linea de células T
transformadas), linfocitos sanguineos periféricos activados por PHA, una linea celular B-linfoide transformada por
EBY, una linea de células T transformada por HTLV-II, células de amigdala activadas por PMA, PBLs activadas por
ConA o PHA y monocitos activados por PMA. Se ha informado de que el polipéptido se encuentra sustancialmente
ausente en, inter alia, basofilos en reposo, células endoteliales, fibroblastos, monocitos activados por interferén vy,
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células no T periféricas, granulocitos periféricos, monocitos periféricos, células mononucleares periféricos, células T
periféricas y glébulos rojos periféricos.

Los presentes inventores han encontrado datos que indican que el polipéptido de 50 kDa (en lo sucesivo denomina-
do “receptor ACT-4-h-17) se expresa preferentemente en la subespecies CD4* de las células T activadas. En una serie
de experimentos, se analizé la expresion de ACT-4-h-1 especifica de células en PBLs no fraccionadas mediante un
procedimiento de tincién de dos colores. Se activaron las PBL con PHA durante aproximadamente dos dias (utilizan-
do las condiciones de cultivo indicadas en el Ejemplo 3) y se analizaron para la expresion en la superficie celular de
ACT-4-h-1 en diferentes subtipos celulares mediante tincién con dos anticuerpos marcados diferentemente (marcajes
FITC y PE). Los marcajes se detectaron mediante andlisis FACS™, esencialmente tal como se describe en Picker
et al., J. Immunol. 150:1105-1121, 1993 (incorporada como referencia a todos los fines). Un anticuerpo, L.106, era
especifico para ACT-4-h-1, el otro anticuerpo era especifico para un subtipo particular de leucocito. La fig. 1 muestra
tres graficos en los que se muestra la tinciéon de L106 en el eje Y de cada gréfico, y la tincién anti-CD4, anti-CD8 y
anti-CD19 en los ejes x de los graficos respectivos. En el grafico de tincién con anti-CD4, muchas células aparecen
como dobles positivos (es decir, expresan tanto CD4 como ACT-4-h-1). En el gréifico de tincién con anti-CD8, muchas
menos células aparecen como dobles positivos. En el grafico de tincién con anti-CD19 (un marcador de células B) las
células doble positivas se encontraban sustancialmente ausentes.

En otra serie de experimentos, se analizé la expresion de ACT-4-h-1 mediante la tincién monocolor de tipos celu-
lares aislados. Las células se tifieron con anticuerpo L106 marcado fluorescentemente y el marcaje se detecté mediante
andlisis FACS™ (ver Engleman ef al., J. Immunol. 127:2124-2129, 1981) (incorporada como referencia a todos los fi-
nes). En algunos experimentos, las células se activaron mediante estimulacién con PHA durante aproximadamente dos
dias (nuevamente utilizando las condiciones de cultivo indicadas en el Ejemplo 3). Los resultados de este experimento,
conjuntamente con aquellos procedentes del experimento de tincidn de dos colores descrito supra, se resumen en la
Tabla 1. La Tabla 1 muestra que aproximadamente 80% de las células CD4" expresaron ACT-4-h-1 con una fluores-
cencia media por canal de >20, con independencia de si las células CD4" se encontraban aisladas (tincién monocolor)
o en PBLs no fraccionadas (tincién de dos colores). El nivel de expresiéon de ACT-4-h-1 en células CD8" activadas
era mucho menor que en las células T CD4* activadas en el experimento de tincién de dos colores, y mucho menor en
la tincién monocolor. De esta manera, el grado de expresion en células CD8* activadas aparentemente depende de si
las células CD8* se fraccionan de otras PBLs antes de la activacion. En células CD8* no fraccionadas (tincién de dos
colores), aproximadamente 10% de las células expresaban ACT-4-h-1, con una fluorescencia media por canal de apro-
ximadamente 4. En las células fraccionadas, sélo aproximadamente 4% de las células expresaban ACT-4-h-1, con una
fluorescencia media por canal de aproximadamente 2. Estos datos sugieren que ACT-4-h-1 se expresa tinicamente en
un subtipo reducido de células CD8* activadas y que este subtipo es algo mds prevalente en el caso de que las células
CDS8" se activen en presencia de otras PBLs. La Tabla 1 también indica que ACT-4-h-1 se encontraba sustancialmente
ausente en todos los subtipos de leucocito en reposo sometidos a ensayo (es decir, células T CD4"*, células T CD8",
células B CD19%, monocitos CD147, granulocitos y plaquetas) y también se encontraba sustancialmente ausente en
células B activadas y monocitos. También se observé que ACT-4-h-1 se encontraba sustancialmente ausente en la
mayoria de lineas celulares tumorales sometidas a ensayo. Sin embargo, las lineas celulares Molt3, Raji y NC37 si
mostraron un nivel de expresion reducido.

(Tabla pasa a pdgina siguiente)
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TABLA 1
Especificidad celular de la expresion de ACT-4-h-1

Tincidén de dos colores
Células T CD4*

Células T CD4"
Células T CD8"
Células T CD8"
Células B CD19"

Células B CD19"

Monocitos CD14%

Monocitos CD14"
Tincidén monocolor

PBLs (en reposo

PBLs (activadas
CD4" (en reposo
CD4* (activadas
CD8" (en reposo
CD8" (activadas
Granulocitos
Plaquetas

Lineas tumorale

en reposo
activadas
en reposo
activadas
(en reposo)
(activadas)
(en reposo)
(activados)

)
)
)
)

o~ —

)
)

~— e et e

S

Molt-4, CEM, Hut 78, H9,

Jurkat

HPB-ALL, Sezary, T-AU

Molt-3

B-LCL, Arent, RML, JY, KHY,

PGE

MSAB, CESS, 903
Dandi, Ramos, N
Raji, NC37
U937, THP-1, HL

Kgla, K562, HEL

7, 9062

amalwa

-60

Expresidén de

ACT-4-h-1
$ de MCF!
células

<2 <2
80 25
<2 <2
10 4
<2 <2
<2 <2
<2 <2
<2 <2
<2 3
50 27
<2 <2
80 22
<2 <2

4 2
<2 <2
<2 <2
<2 <2
<2 <2
20 3
<2 <2
<2 <2
<2 <2
30 4
<2 <2
<2 <2

IMCF=Fluorescencia media por canal
2 3 ~ . v .
Células serfialadas como “activadas” han sido estimuladas

con PHA durante aproximadamente tres dias
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Ejemplo 3
Curso temporal de la expresion de ACT-4-h-1 sensible a la activacion de las células T CD4*

Se sometieron a ensayo células T CD4* para la expresion de receptores ACT-4-h-1 en respuesta a diversos esti-
mulos de activacion. Se purificaron células T CD4* a partir de células mononucleares sanguineas periféricas mediante
inmunoadsorcién en fase sélida (“panning”). Se cultivaron 5 x 10* células T CD4* con un agente activador en pocillos
de microtitulacién que contenian medio RPMI suplementado con suero humano al 10%. Se utilizaron tres agentes
de activacion diferentes: (1) 5 x 10* monocitos irradiados (3.000 rads), (2) PHA (1 ug/ml) y (3) toxoide tetdnico (5
pg/ml). Se anadié *H-timidina a los cultivos 12 a 16 horas antes de la recoleccion. Tras la recoleccion, las células
se sometieron a ensayo para la expresion de antigenos de superficie celular mediante incubacién con diversos anti-
cuerpos marcados (L106, anti-CD4 y anti-CD8), tal como describen Engleman et al., J. Immunol. 127:2124-2129,
1981).

La figura 2 muestra la apariciéon de ACT-4-h-1 en respuesta a la activacioén con aloantigeno. Antes de la activacién
no se observé expresion. El porcentaje de células que expresaban el receptor ACT-4-h-1 se incrementaba en el tiempo,
alcanzando un maximo en aproximadamente 30% tras aproximadamente siete dias de activacién con aloantigeno.
Los resultados también muestran que esencialmente todas las células que expresan ACT-4-h-1 también expresaban el
receptor CD4 y que esencialmente ninguna de ellas expresaba el receptor CD8. La figura 3 presenta datos similares
para la aparicién de ACT-4-h-1 en respuesta a la activacion del toxoide tetdnico. Nuevamente, el porcentaje de células
que expresaban ACT-4-h-1 alcanzé un mdximo aproximadamente a los siete dias. Sin embargo, en este momento un
porcentaje mas alto de células (aproximadamente 60%) expresaba el receptor. La figura 4 presenta datos similares para
la aparicién de ACT-4-h-1 en células T CD4* en respuesta a la activaciéon con PH4. En esta situacion, el porcentaje
de células T CD4* que expresaban el receptor alcanzaba un maximo de aproximadamente 65% tras tres dias de
activacion.

Se concluye que ACT-4-h-1 es un antigeno activador de las células T CD4", que se expresa en respuesta a diversos
estimulos activadores.

Ejemplo 4
Clonacion de ADNc de ACT-4-h-1

El clon de ADNCc para el receptor ACT-4-h-1 se aisl6 utilizando un sistema de expresion de células COS ligeramen-
te modificado, desarrollado por primera vez por Aruffo y Seed, supra. Se aislé6 ARN a partir de linfocitos sanguineos
periféricos humanos activados por PHA de 72 horas. Se extrajo el ARN total con reactivo TRI (Molecular Resear-
ch Center) y se aisl6 ARN poli(A)+ mediante purificaciéon con oligo-dT-perlas magnéticas (Promega). Se sintetiz6
ADNCc mediante el procedimiento de Gubler y Hoffman, Gene 25:263-369, 1982, utilizando transcriptasa inversa de
Superscript (Gibco/BRL) y un cebador oligo-dT. E1 ADNc de extremo romos se ligé a adaptadores BstXI no auto-
complementarios y se pasé por una columna spin de Sephacryl S-400 para eliminar los adaptadores no ligados y los
fragmentos pequefios (<300 pares de bases). El ADNc ligado seguidamente se ligd en un vector de expresién eucario-
tico cortado con BstXI, pcDNA-IRL, una version resistente a la ampicilina de pcDNA-I (Invitrogen). Los productos
precipitados y lavados de la reaccién de ligacidn se electroporaron en E. coli cepa WM1100 (BioRad). La siembra en
placa y recuento de una alicuota de las bacterias transformadas revel6 un recuento total de 2 millones de clones inde-
pendientes en la biblioteca no amplificada. Se determiné que el tamafio medio de insercién era 1,2 kb. Se amplificé
la mayor parte de la biblioteca en cultivo liquido, 250 ml de medio LB estdndar. Se recuperd pldsmido mediante lisis
alcalina y se purificé en una columna de intercambio iénico (Qiagen).

Se transfectaron células COS-7 subconfluyentes mediante electroporacion con el ADN de plasmido purificado. Las
células se sembraron en placas de 100 mm y se dejaron crecer durante 48 horas. Las células se recuperaron de las placas
con solucién de PBS-EDTA, se incubaron con anticuerpo monoclonal L106 y se realiz6 panning segin procedimientos
estandares. Una segunda ronda de panning reveld enriquecimiento, debido a que se adsorbieron a las placas numerosas
células COS. Se recuperé ADN episdmico de las células inmunoseleccionadas mediante el procedimiento Hirt, y se
electroporaron en bacterias para la amplificacion.

Se diluyeron bacterias transformadas con pldsmido de la segunda ronda de preparacién Hirt formando grupos
pequefios de aproximadamente 100 colonias. Los grupos se amplificaron y el ADN de los mismos se purificé y se
sometié a ensayo para la capacidad de proporcionar expresién del antigeno de L106 en células COS-7 mediante
inmunofluorescencia. Se utilizé anticuerpo L106 conjugado con ficoeritrina para tefiir monocapas de células COS-7
y las células seguidamente se examinaron mediante microscopia de inmunofluorescencia manual. E1 ADN miniprep
de cuatro de entre 8 grupos era positivo al someterlo a ensayo para la expresion. Tres de entre ocho subgrupos eran
positivos y el subgrupo E1 se sembré en placa para permitir el andlisis de colonias individuales. Se encontré que el
clon E1-27 proporcionaba un nivel elevado de expresion de receptor ACT-4-h-1 sobre la superficie de las células COS
transfectadas.
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Ejemplo 5
Andlisis de secuencias de ADNc

La insercién procedente del clon denominado E1-27 se subcloné en pBluescript y se secuencié mediante el pro-
cedimiento de terminacién de cadena dideoxi, utilizando el kit de secuenciacion de autolectura de la polimerasa de
T7 (Pharmacia) en un secuenciador ALE (Pharmacia). El mapado de restriccion reveld varios sitios convenientes para
la subclonacién. Se generaron cinco subclones en pBluescript y se secuenciaron en ambas cadenas con cebadores
directores y universales de M13.

Las secuencias de ADNc y las secuencias deducidas de aminoacidos de ACT-4-h-1 se muestran en la fig. 5. La
secuencia de ADNc de ACT-4-h-1 de 1.137 pares de bases contiene una regién 5° no traducida de 14 pb y una regién
3’ no traducida de 209 pb. Se encuentra presente una sefial de poliadenilacion AATAAA en la posicion 1.041, seguida
de una cola poliA de 80 pb a partir de la posicién 1.057. El marco de lectura abierta mas largo se inicia con el
primer ATG en la posicién 15 y finaliza con un TGA en la posicién 845. La secuencia predicha de aminodcidos es
la de una proteina membranal integral de tipo 1 tipica. El andlisis de hidrofobicidad revel6 una putativa secuencia
de sefal tras el ATG de inicio, con un tramo corto de residuos bdsicos seguido de un tramo mds largo de residuos
hidrofébicos. Un sitio de corte predicho de péptido de sefial se encuentra presente en el residuo 22 6 24 (siendo el
ultimo el mds probable segiin los criterios de von Heijne, Nucleic Acids Res. 14:4683-4690, 1986) (incorporada como
referencia a todos los fines), dejando una proteina madura de 253 residuos aminodcidos (o de 255 aminodcidos si se
produce el corte en el sitio menos probable). El andlisis de hidrofobicidad también revel6 un tnico tramo largo de 27
residuos hidrofébicos que se predice que es el dominio transmembranal, prediciendo un dominio extracelular de 189
(o de 191) aminodcidos y un dominio intracelular de 37 aminodcidos. El dominio extracelular es rico en cisteinas,
en el que se encuentran 18 cisteinas dentro de un tramo de 135 aminoécidos. La masa molecular predicha (Mr) para
la proteina madura es 27.400, y existen dos potenciales sitios de N-glucosilacién en los residuos aminodcidos 146
y 160.

La comparacién de la secuencia de aminodcidos de ACT-4-h-1 con secuencias conocidas en la base de datos swiss-
prot utilizando el programa BLAZE revel6 similitud de secuencia con miembros de la superfamilia del receptor del
factor de crecimiento nervioso. Las secuencias de aminodcidos eran idénticas por lo menos al 20% para NGF-R, TNF-
R, CD40, 41-BB y fas/APO-1, y al 62% para OX-40, incluyendo huecos y deleciones. Las alineaciones de las diversas
proteinas revelaron la conservacion de miiltiples motivos ricos en cisteinas. Tres de estos motivos se encontraban
presentes en ACT-4-h-1 y OX-40, en comparacién con cuatro de estos motivos en NGF-R y CDO.

La comparacién de la secuencia de nucleétidos de ACT-4-h-1 con secuencias conocidas en las bases de datos
Genbank y EMBL utilizando los programas BLAST y FASTDB revel6 un grado elevado de similitud de secuencias
con unicamente un miembro de la familia del receptor del factor de crecimiento nervioso, OX-40. Incluyendo los
huecos e inserciones, la identidad de secuencia era de 66%. La comparacién de las secuencias de nucleétidos de ACT-
4-h-1 y OX-40 revel6 que ambas contenian una regién 5’ no traducida de 14 pb y ambas contienen colas poli-A de
aproximadamente 80 pb. Sin embargo, en ACT-4-h-1 existe un ligero alargamiento de la regién 3’ no traducida entre
187 pb y 209 pb, y existe un alargamiento de la regién codificante entre 816 pb y 834 pb, una diferencia de 18 pb,
o 6 inserciones de aminodcidos. La alineacién de dos secuencias de aminodcidos reveld que cuatro de las inserciones
de aminodcidos se produjo antes de la sefial de corte de la secuencia de sefial. De esta manera, la proteina receptora
ACT-4-h-1 madura contiene uno o mas residuos aminoécidos que OX-40 (es decir, 253 frente a 252 aminoécidos).
Notablemente, la secuencia de nucledtidos de ACT-4-h-1 era mucho mads rica en GC que la secuencia de OX-40 (70%
frente a 55%), indicando que las dos secuencias no se hibridaran bajo condiciones restrictivas.

Ejemplo 6
Produccion de transfectantes estables de ACT-4-h-1

Se extrajo un fragmento Xbal-HindIII del constructo descrito en el Ejemplo 4 y se insert6 en pcDNA-I-neo digerido
con Xbal/HindIII (Invitrogen) para generar un vector de expresiéon denominado ACT-4-h-1-neo (fig. 6). Este vector se
linearizé con Sfl y se electroporé en tres lineas celulares eucariéticas. Estas lineas celulares eran SP2/O (un mieloma
de ratén derivado de la cepa Balb/c), Jurkat (una linea de células T humanas transformadas) y COS-7 (una linea
celular adherente de mono). Tras un periodo de recuperacién de 48 horas, se seleccionaron las células transformadas
en 1 mg/ml de G418 (Gibco). Tras tres semanas de seleccion, se incubaron las lineas celulares resistentes a neo con
una concentracion saturante de anticuerpo L106, se lavaron y se utilizaron para recubrir placas de Petri de 100 mm
recubiertas con IgG de cabra antiratén para seleccionar las células que expresaban ACT-4-h-1. Tras eliminar por lavado
las células no unidas, se recuperaron las células adherentes y se expandieron en cultivo de tejidos. Las lineas celulares
se sometieron a dos rondas adicionales de panning y expresion. Se demostré mediante tincién de inmunofluorescencia
directa que las lineas celulares resultantes expresaban abundante ACT-4-h-1 (fig. 7).

Se utiliz6 la misma estrategia y principios para obtener una linea celular estable que expresase ACT-4-L-h-1 (ver
el Ejemplo 10).
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Ejemplo 7
Produccion de una proteina de fusion ACT-4-h-1-Inmunoglobulina

Se ha construido una proteina de fusién soluble en la que el dominio extracelular de ACT-4-h-1 se une mediante el
extremo C-terminal al extremo N-terminal del dominio constante de una inmunoglobulina humana. El vector codifi-
cante de ACT-4-h-1 descrito en el Ejemplo 4 se corté con Smal y Notl para extraer todas las secuencias de ACT-4-h-1
cadena abajo del sitio Smal, incluyendo las regiones transmembranales, citoplasmadticas y 3’ no traducidas. La regién
restante codifica la parte extracelular soluble de ACT-4-h-1 (fig. 8). La fuente de la regién constante de inmunoglobu-
lina que debia unirse al dominio extracelular de ACT-4-h-1 era un plasmido denominado 5K-41BB-Egl (Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 89:10360-10364) (incorporada como referencia a todos los fines). Este plasmido contenia un frag-
mento gendémico BamHI/Eagl de 1,3 kb codificante de los dominios CH2 y CH3 terminal de bisagra de Ig humana,
isotipo gamma 1. El fragmento requeria la modificacién por insercién en los extremos Smal/Notl del vector ACT-
4-h-1, conservando simultdneamente el marco de lectura del péptido a través de la unién Smal que debia formarse
mediante ligacién de extremo romo. Se cort6 el vector Sk-41BB-Egl con BamH1, y las extensiones 5’ resultantes se
rellenaron con fragmento Klenow. A continuacion, el vector se corté con Egal, liberando el fragmento de 1,3 kb con
extremo romo y extremo compatible con Notl. Este fragmento se 1igé con vector ACT-4-h-1 digerido con Smal/Notl.
La mezcla de ligacidn se electroporé en E. coli y se cribaron multiples clones transformantes con PCR utilizando como
cebadores fragmentos nucleétidos de ACT-4-h-1y de IgGl1.

Los plasmidos que contenian la region codificante de ACT-4-h-1-IgG1 se electroporaron en células COS. Las célu-
las se dejaron crecer durante cinco dias, después de lo cual se recolectaron los sobrenadantes y se filtraron a esterilidad
a través de una membrana de 0,2 micrémetros. Los sobrenadantes se sometieron a ensayo para la expresion de ACT-
4-h-1-IgG1 mediante transferencia por puntos. Los sobrenadantes se transfirieron a nitrocelulosa y se bloquearon con
leche seca no grasa al 5%. Se sondearon réplicas de membranas con anticuerpo L106 o inmunoglobulina IgG antihu-
mana de cabra marcada con fosfatasa alcalina (American Qualex). Se detecté el anticuerpo L106 con IgG antiratén de
cabra marcado con fosfatasa alcalina. Se utiliz6 NBT/BCIP (Pierce) como sustrato colorimétrico. Se secuenciaron en
el sitio de unién los clones positivos de produccién elevada para confirmar la construccién correcta del vector. El gen
de la fusién resultante se ilustra en la fig. 9.

Ejemplo 8
Identificacion de tipos celulares que expresan un ligando para ACT-4-h-1

Los tipos celulares que expresaban un ligando para ACT-4h-1 se identificaron mediante tincién indirecta com-
binada con citometria de flujo utilizando la proteina de fusién ACT-4-h-1-inmunoglobulina recombinante descrita
en el Ejemplo 7 (en lo sucesivo “ACT-4-h-1-Rg”) como sonda. La proteina de fusién unida se detect6 utilizando Ig
antihumana conjugada con ficoeritrina. Estos experimentos revelaron que se expresaba un ligando para ACT-4-h-1
a niveles reducidos en unas cuantas lineas de células B, incluyendo una linea celular de linfoma de Burkitt (Jiyoye)
y las LCLs transformadas por EBV, 9037, 9059 y MSAB. Estas lineas celulares obtuvieron una puntuacién de 5%
positivas con una MCF de 3 (ver la Tabla 2). En la linea celular Jiyoye, resulté posible enriquecer las células con
tincién positiva mediante el procedimiento de panning, rindiendo una linea celular Jo-P5, que tifi6 positiva en 90%
de los casos con una MCF de 10. Otras lineas celulares sometidas a ensayo, incluyendo PBMCs y subpoblaciones
purificadas de células T, células B, monocitos, células dendriticas, la mayor parte de las lineas tumorales de células
T y las lineas celulares de tumor mielomonocitico recién aisladas, carecian sustancialmente de un ligando para ACT-
4-h-1. Sin embargo, dos lineas de células T infectadas por HTLV-1, HUT-102 y MT-2, expresaron ACT-4-L-h-1, la
ultima a niveles extremadamente elevados.

Se repitio el experimento tras la activacion de las células utilizando PHA o una combinaciéon de PMA/yonomicina.
Las PBMC:s activadas con 2 ug/ml de PHA durante tres dias tifieron positivas en 2% a 10% de los casos para un ligando
para ACT-4-h-1, dependiendo del donante. La activacién de las células B-LCL y lineas de linfoma de Burkit utilizando
una combinacién de PMA (10 ng/ml) y yonomicina (500 ng/ml) indujo una expresion sustancial de ligando en algunas
lineas celulares, particularmente aquéllas, tal como MSAB, que mostraron niveles reducidos de expresion en el estado
de reposo (ver la Tabla 2). Las células B no fraccionadas también mostraron la expresion preferente de ligando (15%
de células positivas, MHC-5). Los estudios de curso temporal en células MSAB indicaron que la expresion de ligando
se inici6 el dia 2 tras la activacién, y alcanz6 un méaximo el dia 3 6 5. La activacién con PMA/yonomicina también
indujo la expresion preferente de ligando en lineas celulares de eritroleucemia y en una de las tres lineas celulares
mielomonociticas sometidas a ensayo, THP-1. La activacién con PMA/yonomicina también indujo un nivel reducido
de expresion de ligando en las lineas de células T pero no en las demds lineas de células T sometidas a ensayo.
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TABLA 2

Expresion de ligando para ACT-4-h-1 en diferentes tipos celulares

CRIBADO DE LINEAS DE CELULAS TUMORALES
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B-1LCL
En reposo Activadas?
MSAB 2% a 5%° 80% mcf 21
mctd 4
CESS <2 70% mcf 25
JY <2 40% 9
REM <2 40% 11
9059 2% a 5% 40% 6
mcf 4
SKF <2 30 3
9037 % a 5% 25% 5
mcf 4
9062 <2 10% 5
PGF <2 6% 10
ARENT <2 4% 5
KHY <2 3% 5
LINFOMA DE
BURKIT
Jiyoye 20% mct 4 7% 5
Daudi <2 10% 5
Naralwa <2 5% 5
Raji <2 <2
OTRAS CELULAS B |
(Pre B) NC-37 <2 <2
SB <2 15% 5
CELULAS T
{continuacién)
En reposo Activadas
HPB-ALL <2 <2
HU+78 <2 <2
HY <2 <2
VB <2 <2
MIELOMONOCITICAS
THP-1 <2 25% mcft 5
V937 <2 <2
HL60 <2 <2
ERITROLEUCEMIA
HEL <2 25% 5
K562 2% 25% 5
CELULAS T
INFECTADAS POR
HTLV-I
HUT-102 30% mcf 4
MT-2 100% 100
1pMA/yonomicina
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Ejemplo 9
Clonacion de ADNc codificante de un ligando ACT-4-h-1

El clon de ADNCc para el ligando se aisl6 utilizando un sistema de expresion de células COS ligeramente modifi-
cado, desarrollado por primera vez por Aruffo y Seed, supra. Se aislé6 ARN a partir de células B transformadas por
EBY humanas activadas por PMA/yonomicina de 72 horas (linea celular MSAB). Se extrajo el ARN total con reacti-
vo TRI (Molecular Research Center) y se aislé ARN poli(A)+ mediante purificacién con oligo-dT-perlas magnéticas
(Promega), se sintetiz6 ADNc mediante el procedimiento de Gubler y Hoffman, Gene 25:263-369, 1982, utilizando
transcriptasa inversa superscript (Gibco/BRL) y un cebador oligo-dT. E1 ADNc con extremo romos se ligé a adap-
tadores BstXI no autocomplementarios y se pas6 por una columna Sephacryl S-500 para eliminar los adaptadores
no unidos y los fragmentos pequefios (<300 pares de bases). A continuacién, el ADN unido se 1igé en un vector de
expresion eucaridtico cortado con BstXI, pcDNA (Invitrogen). Los productos de ligacion se precipitaron, se lavaron
y se electroporaron en E. coli cepa MC1061/P3, generando una biblioteca no amplificada de 100 millones de clones
independientes. El tamafio medio de insercién en la biblioteca era de 1 kb. La mayor parte de la biblioteca se amplificd
en 250 ml de medio LB estdndar. Se recuperé ADN de plasmido mediante lisis alcalina y se purificé en una columna
de intercambio i6nico (Qiagen).

Se transfectaron células COS-7 subconfluyentes con el ADN de pldsmido purificado mediante electroporacién.
Las células se sembraron en placas de 100 mm y se dejaron crecer durante 48 horas. Las células se recuperaron
de las placas con solucién PBS-EDTA, se incubaron con anticuerpo monoclonal ACT-4-h-1-Rg y se sometieron a
panning siguiendo procedimientos estdndares. Una segunda ronda de panning adsorbié numerosas células COS a las
placas, mostrando enriquecimiento en células que expresaban ligando. Se recuperé ADN episémico de las células
inmunoseleccionadas mediante el procedimiento Hirt, y se electroporaron en bacterias para la amplificacién.

Las bacterias transformadas con pldsmido de la segunda ronda de seleccidn se clonaron y se amplificaron. E1 ADN
de los clones individuales se purificé y se sometid a ensayo para la capacidad de expresar un ligando para ACT-4-h-1
en las células COS-7. Se utiliz6 ACT-4-h-1-Rg conjugado con ficoeritrina para tefiir monocapas de células COS-7 y
las células seguidamente se examinaron mediante microscopia manual de inmunofluorescencia. Los clones n° 2, n° 26
y n° 30 proporcionaron un nivel elevado de expresién de actividad ligante de ACT-4-h-1-Rg.

Ejemplo 10
Andlisis de secuencias de un ligando para ACT-4-h-1

La insercién procedente del clon n® 26 en el Ejemplo 9 se subcloné en pBluescript en los sitios de clonacion
HindIII y Xbal. El clon se secuencié mediante el procedimiento de terminacién de cadena dideoxi utilizando un kit
de secuenciacién de autolectura basado en la polimerasa de T7 (Pharmacia) en un secuenciador ALF (Pharmacia). Se
generaron tres subclones en pBluescript y se secuenciaron en ambas cadenas con cebadores directos y universales de
M13. El ADNCc y secuencias de aminoécidos predichas del clon n°® 26 se muestran en la fig. 10. El polipéptido formado
con la secuencia de aminodcidos predicha se denomina ACT-4-L-1-h-1.

La secuencia de ADNc de ACT-4-L-h-1 contiene 1.079 pares de bases, con una UTR 5° de 137 pb y una UTR 3’ de
379 pb. Se encontraba presenta una sefial de poliadenilaciéon AATAAA en la posicién 1.024, seguida de una cola poli-
A de 20 bases en la posicion 1.049. El andlisis del a secuencia reveld un tinico marco de lectura abierto que codifica
un polipéptido de 183 aminoécidos, con un peso molecular calculado de 21.000. El marco de lectura abierto se inicia
con el primer ATG en la posicién 149 y finaliza con un TGA en la posicién 698. El ATG se encuentra flanqueado por
una secuencia inicio de consenso de Kozak con una posicién A en -3 y una G en +4. El andlisis de hidrofobicidad
revel6 que la secuencia de aminodcidos predicha es la de una proteina membranal de tipo II con un tnico dominio
transmembranal de aproximadamente 27 aminodcidos en la parte amino-terminal de la proteina. Ademads, existen
cuatro sitios de glucosilacion N-ligados en la parte C-terminal de la molécula.

La comparacién de la secuencia de nucleétidos de ACT-4-L-h-1 con secuencias conocidas en las bases de datos
Genbank y EMBL no revel6 homologia significativa respecto a los genes conocidos para un gen codificante de una
proteina denominada gp34 por Miura et al., Mol. Cell Biol. 11:1313-1325, 1991. La secuencia de ADNc de la regién
codificante del ligando ACT-4-L-h-1 era idéntica a la de gp34. Sin embargo, el ADNc de ACT-4-L-h-1 contenia 112
nucledtidos adicionales en el extremo 5’ en comparacién con la secuencia de gp34. Debido a que los nucleétidos
adicionales se encuentran dentro de la regién 5° no traducida, la presencia de los mismos es improbable que altere el
producto de expresion. M4s probablemente el clon ACT-4-L-h-1 se derivaba de un transcrito inverso mas completo y
es mds representativo del extremo 5’ in vivo. Posiblemente la secuencia adicional podria encontrarse implicada en la
regulacién de la traduccién de la proteina.

La comparacién de la secuencia de aminodcidos predicha del ligando ACT-4-L-h-1 con secuencias conocidas
en la base de datos Protein Information Resource (PIR) utilizando el programa FastDB revel6 una identidad con
gp34, y una homologia muy débil con TNF alfa. Un algoritmo predictivo de la estructura secundaria desarrollado por
Chou y Fasman predice que el ligando ACT-4-L-h-1 y TNF-alfa es probable que formen cantidades significativas de
estructuras beta. Esta prediccidn es consistente con la observacién de que todos los demds miembros de la familia
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TNF de proteinas se encuentran conformados o se predice que forman configuraciones beta de rollo de gelatina ricas
en estructuras beta.

Para los fines de claridad y comprensidn, la invencidn se ha descrito en los presentes ejemplos y en la exposicién
anterior en cierto detalle. Sin embargo, resultard evidente que pueden ponerse en practica determinados cambios y
modificaciones comprendidas dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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Esta lista de referencias citadas por el solicitante estd prevista tinicamente para ayudar al lector y no forma parte
del documento de patente europea. Aunque se ha puesto el maximo cuidado en su realizacién, no se pueden excluir
errores u omisiones y la OEP declina cualquier responsabilidad en este respecto.
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REIVINDICACIONES

1. Polipéptido soluble aislado que comprende por lo menos 5 aminodcidos contiguos de la secuencia de amino4ci-
dos del dominio extracelular del polipéptido ACT-4-L mostrado en la fig. 10, presentando dicho polipéptido soluble
la capacidad de unirse especificamente al receptor ACT-4-h-1 mostrado en la fig. 5.

2. Polipéptido segtn la reivindicacién 1, que comprende una secuencia de aminoédcidos que presenta una identidad
de secuencia de por lo menos 80% con la secuencia de aminoécidos del polipéptido ACT-4-L mostrado en la fig. 10.

3. Polipéptido segtin la reivindicacién 1, que consiste de la secuencia de aminodcidos del dominio extracelular de
la secuencia polipeptidica mostrada en la fig. 10.

4. Polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminodcidos que varia respecto a la secuencia de aminoa-
cidos mostrada en la fig. 10 en una sustitucién de aminodcido conservadora,

uniéndose dicho polipéptido especificamente al receptor ACT-4-h-1 mostrado en la fig. 5 y en el que dicha se-
cuencia de aminodcidos presenta una identidad de secuencia de por lo menos 70% con la secuencia de aminodcidos
mostrada en la fig. 10.

5. Polipéptido seguin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que se fusiona con un polipéptido heterélogo.

6. Polipéptido segtn la reivindicacién 5, donde el polipéptido heter6logo comprende un dominio de regién cons-
tante de una cadena pesada de inmunoglobulina.

7. Polipéptido segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores que se encuentra marcado.

8. Utilizacién de un polipéptido segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 o un polipéptido que presenta la
secuencia de aminodcidos mostrada en la fig. 10, en la preparaciéon de un medicamento para el tratamiento de una
condicién inmunoldgica en un paciente.

9. Acido nucleico aislado codificante de un polipéptido segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.
10. Vector de expresion replicable que comprende un dcido nucleico segtin la reivindicacién 9.

11. Célula huésped procariética o eucariética que ha sido transformada para incluir un vector de expresién segin
la reivindicacién 10.

12. Composicidon farmacéutica que comprende un polipéptido segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 en
combinacién con un portador farmacéuticamente aceptable.

13. Procedimiento de cribado in vitro para agentes inmunomoduladores que afectan a la unién del polipéptido
receptor ACT-4 a un polipéptido ligando ACT-4-L, comprendiendo el procedimiento: poner en contacto

(a) un polipéptido segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, o un polipéptido que presenta la secuencia
de aminodcidos mostrada en la figura 10,

(b) un polipéptido receptor ACT-4 que presenta una secuencia tal como se muestra en la fig. 5,y
(c) un agente sometido a ensayo, y
detectar la unién entre los componentes (a) y (b).

14. Grupo de unién que comprende un anticuerpo monoclonal humanizado que comprende una cadena pesada
humanizada y una cadena ligera humanizada:

(1) comprendiendo la cadena ligera humanizada tres regiones determinantes de complementariedad (CDRI1,
CDR2 y CDR3) que presentan secuencias de aminodcidos sustancialmente procedentes de las regiones de-
terminantes de complementariedad correspondientes de una cadena ligera de un anticuerpo no humano que
se une especificamente a un dominio extracelular del ligando ACT-4-L-h-1, y que presenta una secuen-
cia de marco de region variable sustancialmente idéntica a una secuencia de marco de regién variable de
cadena ligera humana, y

(2) comprendiendo la cadena pesada humanizada tres regiones determinantes de complementariedad (CDRI1,
CDR2 y CDR3) que presentan secuencias de aminodcidos sustancialmente procedentes de las regiones
determinantes de complementariedad correspondientes de una cadena pesada del anticuerpo no humano,
y que presentan una secuencia de marco de region variable sustancialmente idéntica a una secuencia de
marco de regién variable de cadena pesada,
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en el que el anticuerpo humanizado se une especificamente al dominio extracelular del ligando ACT-4-L-h-1 con
una constante de disociacion que es inferior o igual a 1 micromolar,

y en el que el ligando ACT-4-L-h-1 es un polipéptido segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

15. Grupo ligante que comprende un anticuerpo monoclonal humano que se une especificamente a un dominio
extracelular del ligando ACT-4-L-h-1 con una constante de disociacién que es inferior o igual a 1 micromolar, en el
que el ligando ACT-4-L-h-1 es un polipéptido segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

16. Composicién farmacéutica que comprende el grupo de unién segun la reivindicacién 14 6 15.

17. Grupo ligante segtin la reivindicacién 14 6 15, para la utilizacién en el tratamiento de una condicién inmuno-
l6gica en un paciente.

18. Utilizacién de un grupo ligante segun la reivindicacion 14 6 15, en la preparacién de una composicién farma-
céutica para el tratamiento de una condicién inmunolégica en un paciente.

19. Utilizacién segtn la reivindicacién 18, en la que se suprime la respuesta inmunolégica en un paciente.
20. Utilizacién seguin la reivindicacion 18, en el tratamiento del rechazo del trasplante, de la enfermedad del

huésped contra el injerto, de una enfermedad autoinmunolégica, de la inflamacidn, de agentes infecciosos, de células
infectadas por HTVL, de VIH, de la enfermedad o trastorno intestinal inflamatorio.
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Fig.5.
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27 54

CA GCA GAG ACG AGG ATG TGC GTG GGG GCT CGG CGG CTG GGC CGC GGG CCG TGT
¥ _C Vv G A R R L G R G P C
signal sequence

81 108

GCG GCT CTG CTC CTC CTG GGC CTG GGG CTG AGC ACC GTG ACG GGG CTC CAC TGT
A_ A L L L L 6 L 6 L S T V T 6 L H ¢

L] ¢ cleavage

135 162

GTC GGG GAC ACC TAC CCC AGC AAC GAC CGG TGC TGC CAC GAG TGC AGG CCA GGC
v G D T Y P S N D R (o C H E c R P G

189 216

AAC GGG ATG GTG AGC CGC TGC AGC CGC TCC CAG AAC ACG GTG TGC CGT CCG TGC
N G M A\ s R o] S R s Q N T v c R P C

243 270

GGG CCG GGC TTC TAC AAC GAC GTG GTC AGC TCC AAG CCG TGC AAG CCC TGC ACG
G P G F Y N D v v S S K 4 C K P (= T

297 324

TGG TGT AAC CTC AGA AGT GGG AGT GAG CGG AAG CAG CTG TGC ACG GCC ACA CAG
w (o N L R S G § E R K Q L ¢©¢ T A T ¢

35 378

GAC ACA GTC TGC CGC TGC CGG GCG GGC ACC CAG CCC CTG GAC AGC TAC AAG CCT
D T VvV € R € R A 6 T Q P L D s Y K P

405 . 432

GGA GTT GAC TGT GCC CCC TGC CCT CCA GGG CAC TTC TCC CCA GGC GAC AAC CAG
G v D C A P Cc P P G H F S P G D N Q

459 486

GCC TGC AAG CCC TGG ACC AAC TGC ACC TTG GCT GGG AAG CAC ACC CTG CAG CCG
A C K P w T L A G K H T L Q P

gly

513 540

GCC AGC _AAT AGC TCG GAC GCA ATC TGT GAG GAC AGG GAC CCC CCA GCC ACG CAG
A S D A I ¢ E D R D P P A T @

gly

567 594

‘CCC CAG GAG ACC CAG GGC CCC CCG GCC AGG CCC ATC ACT GTC CAG CCC ACT GAA
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Fig.5(Cont).

621 648
GCC TGG CCC AGA ACC TCA CAG GGA CCC TCC ACC CGG CCC GTG GAG GTC CCC GGG
A W P R T S Q G P s T R P v E v P G

675 702
GGC CGTIGCG GTT GCC GCC ATC CTG GGC CTG GGC CTG GTG CTG GGG CTG CTG GGC
¢ R |lA v A A ¥ L 6 L 6 L VvV L G L L G

™

729 756
CCC CTG GCC ATC CTG CTG GCC CTG TAC CTG CTC|CGG AGG GAC CAG AGG CTG CCC
P L A I L L A L Y L L JR R D Q R L P

783 810
CCC GAT GCC CAC AAG CCC CCT GGG GGA GGC AGT TTC CGG ACC CCC ATC CAA GAG
P D . A H X P P G 6 G S8 F R T P I 0 E

837 864
GAG CAG GCC GAC GCC CAC TCC ACC CTG GCC AAG ATC TGA CCT GGG CCC ACC AAG
E Q A D A H s T L A K I *

stop

891 918
GTG GAC GCT GGG CCC CGC CAG GCT GGA GCC CGG AGG GTC TGC TGG GCG AGC AGG

945 972
GCA GGT GCA GGC CGC CTG CCC CGC CAC GCT CCT GGG CCA ACT CTG CAC CGT TCT

999 1026
AGG TGC CGA TGG CTG CCT CCG GCT CTC TGC TTA CGT ATG CCA TGC ATA CCT CCT

1053
GCC CCG CGG GAC CAC AAT AAA AAC CTT GGC AG

Poly-A
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Fig.7.
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