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DESCRIPCION
Composiciones de olor a partir de moléculas HLA

[0001] La invencién se refiere a nuevas composiciones de olor, que se pueden atribuir respectivamente a dos
portadores potenciales de olor diferentes (compafieros).

[0002] Del estado de la técnica se conocen una multitud de olores de diferente procedencia, con los cuales el usuario ha
intentado e intenta influir positivamente, mediante la utilizacién de aceites esenciales, perfumes o jabones con mejor o
peor olor, en el supuestamente insuficiente olor del propio cuerpo. En los Gltimos afios se ha sefialado que posiblemente
las causas genéticas sean responsables del olor propio de un individuo, y con esto también del efecto de atraccién que
causan en otros compaferos. Estudios especiales llevados a cabo con personas (al. J. Hum. Genet. 61, 505-51 (1997)
permitieron observar que la eleccion del comparfero posiblemente estaba influenciada por el olor, por via de genes
polimorfos del complejo mayor de histocompatibilidad (complejo MHC o HLA en el ser humano) (MHC = complejo mayor
de histocompatibilidad; HLA = Antigen Leucocito Humano)). Los genes HLA estan en una zona de aproximadamente
4.000.000 de pares de bases (pb) sobre el cromosoma humano 6. Hasta hoy no se ha conseguido una atribucion
olfatoria de moléculas relacionadas con el desarrollo de un olor especifico individual. Sin embargo, hay indicios de que
las moléculas MHC son causa de la produccion de un perfil de olor especifico individual (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94,
2210-2214, 1997; Proc. Natl. Acad. Sci.

USA 96, 1522-1525, 1999.

[0003] La invencion se basa en la tarea de desarrollar una composicion de olor, que en base a una determinada
eleccion de alelos de genes olfatorios relevantes y en un tratamiento posterior de sus productos de sintesis en
sustancias especificas de olor, confiera en forma de dos formulaciones separadas, a diferentes compafieros atractivo
diferente pero reciproco.

[0004] Segun la invencién es dispuesta una composicion de olor.
[0005] Composicion de olor de moléculas HLA, producida segin un procedimiento en el que

a) se escogen alelos HLA de clase |, que se produjeron por mutagénesis in-vitro de la bolsa B a partir de alelos HLA
clase | ya existentes, que no existen de manera natural y que por lo tanto tienen una frecuencia del 0%, y

b) se sintetiza la parte soluble extracelular de la proteina, para la cual se codifica el alelo seleccionado, y después se
somete a una ligadura in-vitro en presencia de (~2~ microglobulina (2m), dando lugar a un gran nimero de diferentes
péptidos con una longitud tipificada de 7 a 12 aminoacidos con terminacion libre de N y C para la conformacion de
moléculas HLA de clase | solubles, conformadas por dominios extracelulares a1, a2 y a3, f2m Yy un péptido, donde el
péptido enlazado esta presente en la bolsa de unién al péptido de la molécula HLA formada por los dominios
extracelulares a1 y az; y

c) las moléculas HLA de clase | formadas con los péptidos enlazados, se separan de los otros componentes en una fase
de limpieza, y

d) las moléculas HLA de clase | purificadas se someten a una fragmentacién con una o varias proteasas, y

e) las sustancias activas olorosas resultado de la fragmentacion, se introducen como componente Unico 0 como mezcla
en un preparado cosmeético.

[0006] Asi como procedimiento para la fabricacion de una composiciéon de olor a partir de moléculas HLA, donde al
menos

a) se seleccionan entre alelos HLA de clase | conocidos, un alelo que se diferencia por lo menos en una caracteristica
de los demés alelos de la molécula HLA clase I, que aparece en menos del 5 % de las personas de la poblacion
mundial; o

b) se escogen alelos HLA de clase |, que se produjeron por mutagénesis in-vitro de la bolsa B a partir de alelos HLA
clase | ya existentes, que no existen de manera natural y que por lo tanto tienen una frecuencia del 0%, y

) se sintetiza la parte soluble extracelular de la proteina, para la cual se codifica el alelo seleccionado, y después se
somete a una ligadura in-vitro en presencia de (~2~ microglobulina (82m), dando lugar a un gran nimero de diferentes
péptidos con una longitud tipificada de 7 a 12 amino&cidos con terminacion libre de N y C para la conformacion de
moléculas HLA de clase | solubles, conformadas por dominios extracelulares o, oz y as, B2m y un péptido, donde el
péptido esta presente enlazado en la bolsa de unién al péptido de la molécula HLA formada por los dominios
extracelulares a1 y a2 ; Yy
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d) las moléculas HLA de clase | formadas con los péptidos ligados se separan de los otros componentes en una fase de
limpieza, y

e) las moléculas HLA de clase | purificadas se someten a una fragmentacion con una o varias proteasas, y

f) las sustancias activas olorosas resultado de la fragmentacion, se introducen como componente Unico o0 como mezcla
en un preparado cosmético.

[0007] Para una mejor comprension de la invencién, se ofrecen las siguientes explicaciones acerca de la formacién
intracorporal de las moléculas HLA clase I.

[0008] Es conocido que los mamiferos poseen la facultad de distinguir entre su propio tejido y el de otras especies, asi
como también entre el de otros individuos de su propia especie. Con la ayuda de estudios sobre trasplantes en el ratén,
se han podido identificar en el cromosoma 17 en la region H-2 diferentes genes que son responsables causales del
rapido rechazo de tejido extrafio. Este complejo de genes es conocido desde entonces como complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC). EI MHC humano se encuentra sobre el brazo corto del cromosoma 6 y es denominado
complejo HLA (Antigen leucocito humano). Contiene entre otros, los genes para la proteina MHC clase | HLA-A, HLA-B
y HLA-C asi como la proteina HLA clase Il. Las moléculas HLA enlazan péptidos intracelulares que surgen en la
degradacion de proteinas citosélicas (tipicamente MHC clase ) o extracelulares (tipicamente MHC clase 1), y las
transportan a la superficie celular superior. Alli, los complejos de HLA/péptidos pueden ser reconocidos por los linfocitos
T del sistema inmunolégico. Otros productos de los genes codificados en el MHC participan de la formacion de
fragmentos de péptidos y su transporte.

[0009] Las moléculas HLA clase | se componen de una cadena pesada anclada a la membrana (43 kDa) y de una
cadena ligera asociada no covalente, la 3, - microglobulina (3;m; 12 kDa; véase Fig. 1). La cadena pesada esta formada
por tres dominios extracelulares (a1, o2 Y a3z) cada uno con aproximadamente 90 aminoacidos, una zona
transmembranal de aproximadamente 25 aminoacidos, y una regiéon c-terminal citoplasmatica. La asparagina
conservada en la posicién 86 del dominio a; estd N-glicosilada en todas las proteinas HLA clase |. La B, -
microglobulina no esté ligada a la membrana y s6lo posee un dominio.

[0010] Gracias a estudios cristalograficos de rayos X (véase p.ej. Biol J.Mol..

Vol. 285, 645-653, 1999) se conoce la estructura tridimensional de la molécula HLA clase | representada en la figura 2.
La microglobulina R2 y el dominio proximal de la membrana de la cadena pesada (as), que poseen el plegado
caracteristico de las moléculas de la superfamilia de la inmunoglobulina, soportan y estabilizan la hendidura de unién
de los péptidos, formada por los dominios conjuntos oz y o , donde el péptido queda incluido entre dos hélices a, que
estan sobre una superficie de 8 cadenas antiparalelas B (Fig. 3).

[0011] La cadena pesada HLA esta sometida a un gran polimorfismo, el B, m, por el contrario, es idéntico en todas las
moléculas HLA clase | y fuera del complejo HLA queda codificado en el cromosoma 15. Hasta ahora se conocen
aproximadamente 70 alelos HLA-A , 200 alelos HLA-B y 70 alelos HLA-C, de los cuales cada individuo experimenta
como maximo dos alelos por genlocus.

La variedad de alelos esta casi completamente limitada a los dominios (o1 y a2 afecta principalmente a aminoacidos,
cuyas cadenas laterales sefialan hacia las hendiduras de enlace de los péptidos o hacia el receptor celular T.

[0012] La base de la hendidura de enlace de los péptidos consiste en 6 cavidades o bolsas de diferente desarrollo, que
se forman por las cadenas laterales de los aminoacidos de la proteina HLA. Los péptidos, presentan generalmente una
longitud de 8 0 9 aminoacidos y se unen en una conformacion alargada (véase Fig. 3). Una red conservada de puentes
de hidrégeno, posiciona las terminaciones N y C en las bolsas en los extremos de las hendiduras de enlace y determina
por consiguiente la orientacion de los péptidos. Entre las cadenas laterales del péptido y los aminoéacidos polimorfos de
la proteina HLA, se conforman contactos especificos de alelos adicionales. Las formadas por las Ultimas bolsas, pueden
absorber completamente restos de aminoacidos del péptido, que estén dirigidos hacia abajo en la hendidura de enlace.
Estas cadenas laterales son también denominadas "anchor residues”, puesto que anclan firmemente el péptido a las
hendiduras de enlace. Cada proteina HLA posee al menos una bolsa profunda formada por aminoacidos polimorfos
especificos del respectivo alelo. Sélo los péptidos con los adecuados "anchor residues” pueden ser enlazados.

[0013] Ambas cadenas de una molécula HLA clase | son sintetizadas por separado en la célula y transportadas de
forma cotranslacional al reticulo endoplasmatico (ER). Aqui se lleva a cabo el ensamblaje de la cadena pesada (HC,
Heavy Chain) con la z-microglonulina (32m) y un péptido, que da lugar a complejos utiles.

En este proceso de plegado coordinado participan una serie de proteinas diferentes (Immunol. Today 21, (2000) 83-88.

[0014] Este procedimiento intracelular puede efectuarse de forma parecida in vitro cuando los tres componentes del
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producto final trimolecular, es decir, de una molécula HLA clase |, se llevan a la interactuacion en un medio idéneo.

De esta forma es posible dar expresion en una, dos o tres construcciones a las moléculas de ADN codificadas en estos
tres componentes, para que asi, estos tres componentes existan en forma de proteina Unica, dimérica o trimérica para
su uso. Entre los alelos conocidos se selecciona de tal manera, que se da prioridad a un alelo lo mas raro posible (es
decir, existente en menos del 5 % de la poblacién mundial) sobre un alelo que aparezca con mas frecuencia entre la
poblacién. Sirvan como ejemplo los alelos HLA-A*6601 o HLA-B*7301, que aparecen rara vez (por debajo del 1 % de la
poblacion de Europa central). Hay que tener en cuenta, que las diferencias de secuencia entre los alelos HLA clase |,
por regla general conciernen a mas de una posicion nucleétida unica, de tal manera que los correspondientes productos
de las proteinas se diferencian por el nimero variable de aminoacidos. Estas diferencias conducen caracteristicamente
a diferentes comportamientos en el enlace de los péptidos. Como ejemplo pueden tomarse las moléculas HLA, HLA-B35
y HLA-B53, que se solo se diferencian por la existencia de las determinantes Bw6- (B35) o Bw4- (B53) , es decir, por
cinco aminoacidos modificados. Los péptidos ligados contienen generalmente como "Anchor" C terminal una tirosina
(B35), mientras varios aminoacidos se toleran como C terminal del péptido de las moléculas HLA-B53.EI otro "Anchor"
en la posicion 2 del péptido, es por el contrario en ambas moléculas una prolina, condicionado por la identidad de las
moléculas en el area de la bolsa B, que enlaza esta prolina.

[0015] Los datos relevantes para esta seleccion de alelos y péptidos estan disponibles para el experto y para el publico
en general (e.o. en Internet en http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/ para secuencias de proteina de moléculas HLA; ftp:
[lftp.wehi.deu.au/pub/biology/mhcpep / o http//134.2.96.221/scripts/hlaserver.dll/home.htm para secuencias de péptidos).

Con esto el experto también puede deducir, qué alelos tienen qué caracteristicas y con qué frecuencia aparecen.

[0016] Otra forma de realizacién de la invencién consiste en construir alelos artificiales HLA clase | y en sintetizar las
proteinas correspondientes, que segun el conocimiento actual no aparecen en la poblacion y que probablemente tengan
un comportamiento de enlace de péptidos modificado. Asi es posible sustituir por medio de la mutagénesis in-vitro la
bolsa B de la molécula HLA-B27, que liga preferentemente una arginina de la posicién 2 del péptido, por la bolsa B de la
molécula HLA-A2, lo que lleva a la ligadura de péptidos que contienen un aminoacido hidréfobo, p.ej. leucina, en la
posicion 2 de los péptidos. El concepto “alelo” por lo tanto, engloba tanto alelos naturales como también alelos
artificiales.

[0017] Tras la seleccién, segun la invencion, se realiza la sintesis de la parte soluble, extracelular de la proteina (de las
proteinas) e.d. De los dominios a1, oz Y a3, y después, la ligadura in-vitro, de manera que en presencia de 3, m en una
solucién reconstituyente, a una temperatura en el area de 0 hasta 40 °C, la proteina del alelo HLA seleccionado se
introduce en una piscina de péptidos con diferentes péptidos de 7 a 12 aminoacidos, preferiblemente 8 a 9 aminoacidos,
por un periodo de incubacion de 1 hasta 7 dias. La piscina de péptidos contiene sobre todo péptidos con "Anchors"
adecuados (aminoacidos de ancla; véase mas arriba), como prolina en la posicion 2 y tirosina en la posicién 8 0 9 de un
péptido en el caso de la molécula HLA-B35. Como tal péptido se puede utilizar por ejemplo el octamero VPLRPMTY o el
nonamero LPPLDITPY (J.Mol.Biol. 285, 645-653, 1999).

[0018] La molécula trimérica HLA clase | reconstruida, se separa a continuacion, p.ej. cromatograficamente por la
cromatografia liquida de alta frecuencia (HPLC) o por el FPLC, de otros componentes de la mezcla, como péptidos
desligados, 3;m, etc. El plegado correcto de la molécula reconstruida y con esto, conformacion nativa, se prueba p.gj
con ayuda de anticuerpos de conformacion dependiente en el Test ELISA y mediante inmunoprecipitacion (Eur-.J.-
Immunol. Vol.23, 734-738, 1993; Hum. Immunol. 61, 408-418, 2000).

[0019] En una forma de realizacion especial de la invencion, la molécula HLA clase | producida, después del punto c) o
d), y antes de la fragmentacion, se introduce por un periodo de 1 a 36 horas, preferiblemente de 18 a 36 horas en un
suero de sangre animal de 4 hasta 40 °C, preferiblemente 37 °C, preferiblemente en suero de sangre de ratén,
particularmente en un suero de ratones 8,m(-/-). Asi, probablemente, se liguen otras sustancias a la molécula HLA.

[0020] A continuacion, en la fragmentacion de la molécula HLA clase | purificada, se pueden usar una multitud de
proteasas.

[0021] Preferiblemente, se seleccionan las proteasas entre proteinasas como serin-proteinasas, cistein-proteinasas,
aspartato proteinasas y metal-proteinasas, asi como también peptidasas, como aminopeptidasas, dipeptidasas, dipetido
carbopeptidasa, carbopeptidasa, omega-peptidasa. Se prefiere p.ej. La pronasa de Streptomyces griseus (Sigma
Pronasa, tipo XIV), Proc.Natl.Acad.Sci.-USA Vol.96, 1522-1525, 1999.

[0022] La fragmentacion con pronasas puede durar a temperatura ambiente 2 horas, la concentracién puede variar
segun las circunstancias experimentales.

[0023] En caso necesario, para la recostruccion de los complejos solubles de péptidos HLA-A o HLA-B complejos se
puede afiadir un reconstituyente, por ejemplo 400 mM L-Arg-HCI , 2 mM EDTA, 5 mM glutation reducido, 0,55 mM de
glutatién oxidado, 100mM Tris/HCI, pH 7,5.
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[0024] Tras la separacion de las sustancias olorosas activas, por ejemplo, a través de procedimientos cromatogréaficos
(HPLC, FPLC) o procedimientos nmunolégicos, estas sustancias pueden agregarse en las concentraciones
correspondientes a preparados cosméticos como perfumes, emulsiones, jabones, aceites, geles, cremas y similares.
Estas formulas también son objeto de la invencion.

[0025] Una particularidad de la composicion de olor segin la invencion consiste en que puede estar constituida por dos
productos de formulacién por separado. También pueden formularse tres productos diferentes.

[0026] En la composicion de olor preferida segun la invencion, el producto producido segun la reivindicacién 1 conforma
una unidad de combinacién con un segundo producto, que segun el procedimiento, también ha sido producido segun la
reivindicacion 1, con la condicion de que el alelo escogido para el segundo producto sea un alelo diferente al alelo del
primer producto. En este caso, el alelo para el segundo producto también se diferencia en al menos una caracteristica
de otros alelos de la molécula HLA clase |. Esta caracteristica es una de las caracteristicas denominadas como raras,
que aparece en menos del 5% de la poblacién, preferiblemente en menos de 1% de la poblacion mundial (frecuencia
alélica).

[0027] La unidad de combinacion comprende dos formulaciones de olor de las cuales cada una respectivamente esta
prevista para un compafiero diferente, preferiblemente compafieros de diferentes sexos.

[0028] Las composiciones de olor preferidas se caracterizan por el hecho de, que los alelos HLA-A*6601 y HLA-B*7301,
los alelos HLA-B*1301 y HLA-B*2709, los alelos HLA-B*2705 con sustitucion de la bolsa "B" a través de la bolsa "B" del
alelo HLA A*0201 y HLA-B*7301, pueden utilizarse como sustancias de partida para composiciones de olor separadas.
De esta forma, las citadas parejas de alelos producen sustancias de partida para determinadas parejas de composicion
de olor, p.ej. Ay B, de los cuales el olor A se adjudica al partner Ay el olor B al compafiero B para aumentar el atractivo
reciproco de los compafieros Ay B.

[0029] A continuacion, se describe detalladamente la invencién con ejemplos. Las ilustraciones que acompafian
muestran

Fig. 1 una representacion esquemética de una molécula HLA clase | con dominios extracelulares a1, oz Y as; la cadena
pesada anclada en la membrana no se asocia covalentemente con 3,m.

Fig. 2 una estructura de la parte extracelular de una molécula HLA clase I.

Fig. 3 una vista desde arriba de la bosa de enlace del péptido con el péptido insertado en zigzag (HLA B*3501, con
péptido LPPLDITPY).

Ejemplo 1 fabricacion del componente de olor A
Induccion
[0030] Medio LB = 10 g Bacto-triptona , 5 g de extracto de levadura, 10 g NaCl disuelto en 1 1 ddH,0.

300 ml de medio LB-Amp fueron inoculados en un 1 matraz con 3ml de cultivo nocturno (a temperatura ambiente) y
centrifugados a 37 °C hasta un ODsgo de 0,7 a 300 r.p.m. Tras disponer la concentracion IPTG (IPTG = isopropil-B-D-
tiogalactésido) a 0,4 mM las bacterias se desarrollaron otras 4 horas a 37 °C antes de ser centrifugadas a 2700 g
durante 20 minutos. El Pellet se utiliz6 para la preparacion de "cuerpos de inclusion”.

[0031] Para la identificacion de clones de expresion de proteinas tras la transformacion se llevé a cabo una induccién en
menor medida. Se incubaron en cada caso 200 pl LB/Amp en un cultivo en una placa de 96 agujeros inoculados con
una colonia durante la noche. Después fueron separados 100 pl, y puestos en una cavidad junto con pl 100
LB/Amp/2xIPTG durante 4 horas a 37 °C. A continuacion, se centrifugé el cultivo en un tubo de microcentrifuga, las
bacterias se recogieron en un tampon de muestra 100 pl SDS (SDS = sulfato de laurilo de sodio), se analizaron 10
minutos a 95 °C vy se aplica una alicuota sobre un SDS-gel de poliacrilamida. Los clones de expresion de proteinas
mostraban una banda adicional.

Preparacion de "cuerpos de inclusién”

[0032] En las bacterias, las proteinas extrafias se depositan habitualmente como precipitado desnaturalizado en el
citoplasma. Estos "cuerpos de inclusion" pueden eliminarse tras la disgregacion de célula a través de varios pasos de
centrifugacion, convertirse en urea y reconstruirse como proteinas funcionales.

[0033] El Pellet obtenido tras la induccién bacteriana se recoge en 10 ml de tampoén de lisina (25 % sacarosa / 1mM
EDTA / 50 mM Tris/HCI, pH 8,0) y 1ImM de fluoruro de acido de fenilmetansulfonato, se congela a -20 °C durante la
noche o se utiliza directamente. Tras afiadir 0,5 ml de lisozima (10 mg/ml tampon de lisina) e incubar durante 30 minutos
sobre hielo, la solucién adquirié una consistencia viscosa a raiz de la liberacion de DNS. La adicion de MgCl, (a 10
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mM), MnCl; (a 1 mM) y DNase | (a 10 pg/ml) licué el nuevamente el lisado.

Tras una centrifugacion de 10 Min a 10,000 g el Pellet se resuspendié mediante ultrasonido en 10 ml de tampén de
detergente (0,2 M NaCl/1 % de acido desoxicdlico (Sigma) / 1 % Nonidet P-40 (sigma) / 2 mM de EDTA /2 mM DTT
(ditiotreitol) / 20 mM Tris/HCI, pH 7,5) y tras una incubacion de 10 minutos sobre hielo se centrifugd de nuevo. Los
cuerpos de inclusion se lavaron 4 veces en tampoén triton (100 mM NaCl/AmM EDTA/2mM DTT/0,5%TritonX100
(serva)/5S0mMTris/HCI, pH 8,0) y se recogieron en 4ml 20mM Tris/HCI, pH 7,5/.150mM NaCl/ 10DTT.

Reconstitucion de los complejos funcionales de HLA/péptidos

[0034] La molécula funcional HLA A*6601 se reconstituyé a partir de la disolucién de la cadena pesada en la urea
(Dominios a4, oz y a3), B2 -microglobulina y el péptido

T R
X XXXXZXX
A\ K

segun el protocolo de dilucién de V K Garboczi et al. (Proc.Natl.Acad.Sci.-USA Vol. 89, 3429-3433, 1992).

[0035] Las subunidades purificadas en forma de "Inclusion Bodies" se disolvieron en urea (50% urea / 50 mM NacCl / 20
mM Tris/HCI, pH 7,5) recién filtrada (30 min a temperatura ambiente en el agitador), se centrifugaron (20 min, 10. 000 g)
y se determiné su concentracion. Ambas cadenas se unieron, se rellenaron con tampones de urea a 5 ml y se diluyeron
en 200 ml de reconstituyente que contenia el péptido (400 mM 1-arginina/HCI (Sigma) / 2mM EDTA / 5 mM glutation
reducido / 0,5 mM glutation oxidado,100mM Tris/HCI, pH 7,5).

La concentracion final de la cadena HLA ascendia a 1 uM, R,-microglobulina 2 uM y del péptido 10 uM. El sedimento
reposo 36 horas a 4 °C y se fracciond en concentracion de 1ml con ayuda de tubos de concentrado de Centiprep-10 en
una columna de filtracion en gel.

Filtracion de gel

[0036] La limpieza del complejo de HLA/péptidos se realizé6 mediante una columna 20mM Tris/HCI, ph 7,5/ 150 M NacCl
superdex 75 HR equilibrada (Pharmacia), en la cual el sedimento de restitucion se fraccion6 con un indice de flujo de
Iml/min.

Fragmentacion

[0037] Se mezcla 1mg de complejo de HLA/péptidos purificado con 1ml de tampén (20 mM Tris/HCI, pH 7,5//7,5/ 150
mM NaCl) bien directamente con la pronasa bacteriana Tipo XIV de Streptomyces griseus (concentracion final 0,1
mg/ml), o bien en suero de ratones 3;m (-/-), que por tener genes defectuosos para 3, m, no pueden producir proteina
32 m (concentracion final del complejo de HLA/péptidos Img/ml).Antes de afiadir la enzima, puede llevarse a cabo una
incubacion de los complejos HLA/péptidos en serum de 4-40°C hasta 24 horas. Entonces se mezcla con pronasa
bacteriana Tipo XIV de Streptomyces griseus (concentracion final 2 mg/ml). La degradacion de la proteina se lleva a
cabo durante dos horas a temperatura ambiente. Son posibles otras concentraciones de los complejos HLA/péptidos y
de la enzima, asi como el tiempo de degradacion y la temperatura. Las proteinas fragmentadas se procesan
directamente o se congelan a - 80 °C.

Separacién

[0038] La separacion de los componentes inactivos ocurre mediante Sephadex G-100 con el procedimiento Batch. Aqui,
la muestra que contiene la proteina degradada, se mezcla con Sephadex (1/10 del volumen), se incuba durante 10 min
a temperatura ambiente y se centrifuga un instante. El sobrante contiene los componentes activos de la muestra. De
esta manera se obtuvo el componente de olor A.

Ejemplo 2 fabricaciéon del componente de olor B
[0039] Se trabajo como en el ejemplo 1, sin embargo, como alelo se escogié HLA 7301 y como péptido XRXXXXXXP.

Los pasos sucesivos corresponden a los del ejemplo 1y tras la fragmentacion y separacion se obtuvo el componente
de olor B.
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Ejemplo 3 composicién de perfume (Eau de Parfume)
Composicion A

[0040] Se mezclaron a temperatura ambiente los siguientes componentes (porcentaje en peso).

Componente de olor A 11%

Etanol g.s. ad 100
Agua 1%

Color azul 0, 05%

[0041] SimultAneamente se mezclaron los siguientes componentes entre si.

Composicion B

[0042]

Componente de olor B 10%
Etanol g.s. ad 100
Agua 1%

Color amarillo 0, 06%

[0043] Ambas composiciones se almacenaron 10 dias a una temperatura de 5 a 10°C y fueron confeccionados como
una unidad de venta. A continuacion, la composicién A se puso a disposicién de un compafiero de una comunidad y la
composicién B a disposicion del otro compafiero de la comunidad. Ambos compafieros juzgaron el olor del otro
respectivamente como muy eroético y atrayente.

Ejemplo 4 crema corporal y facial

Parte A

[0044]

Fase A (en porcentaje en peso)
Propilenos glicol dicaprilato 4
Cetearilo Isononanoato 2,5
Manteca de karité 1,0
Dimeticonas 1,2
Fase B

Agua g.s. ad 100
Glicerina 3
Fase C

Conservantes 0,5
Componente de olor A 1,5
Colorante naranja 0,08

[0045] La fase A se calent6 a 70 °C y la fase B igualmente por separado a 70 ° C. Después ambas fases se mezclaron
entre si y la mezcla se enfrié a 40 °C. Entonces se realizé la adicion de la fase C y se homogeneizé la mezcla conjunta.

Parte B

[0046] Se utilizo la misma composicion de fases Ay B como en la parte A del ejemplo 4.

Fase C

Conservantes 0,5
Componente de olorB 1,5
Colorante azul 0,08

[0047] La elaboracion se realizd6 como en la parte A del ejemplo 4. Las partes A y B de la crema del ejemplo 4 fueron
confeccionadas como una unidad de venta. A continuacion, la composicion A se puso a disposicién de un compariero de
una comunidad y la composicion B a disposicion del otro compafiero de la comunidad. Ambos comparieros juzgaron el
olor del otro respectivamente como muy atractivo y atrayente.
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REIVINDICACIONES
1. Composicidn de olor a partir de moléculas HLA producida segun un procedimiento en el que

a) son escogidos alelos HLA de clase |, que fueron producidos por mutagénesis in-vitro de la bolsa B a partir de alelos
HLA clase | ya existentes, que no existen de manera natural y que por lo tanto tienen una frecuencia del 0%, y

b) se sintetiza la parte soluble extracelular de la proteina, para la cual codifica el alelo seleccionado, y después la
somete a un ensamblamiento in-vitro en presencia de B, —microglobulina (B2m), dando lugar a un gran ndmero de
diferentes péptidos con una longitud tipificada de 7 a 12 aminoacidos con terminacion libre de N y C para la
conformacién de moléculas HLA de clase | solubles, conformadas por dominios extracelulares o, a2 Y as, Bm y un
péptido, con lo cual el péptido esta presente enlazado en la bolsa de unién al péptido de la molécula HLA formada por
los dominios extracelulares a1y oy ;

c) las moléculas HLA de clase | formadas con los péptidos ligados se separan de los otros componentes en una fase de
limpieza, y

d) las moléculas HLA de clase | purificadas se someten a una fragmentacion con una o varias proteasas, y

e) se introducen las sustancias activas olorosas resultado de la fragmentacién como componente (nico o como mezcla
en un preparado cosmético.

2. Composicion de olor segun la reivindicacidon 1, caracterizada por el hecho de que en el punto e) las sustancias
activas tras la separacién previa de otras sustancias se introducen en composiciones cosméticas.

3.Composicion de olor segln reivindicacion 1, caracterizada por el hecho de que las proteasas se seleccionan entre
proteinasas como serin-proteinasas, cistein-proteinasas, aspartato proteinasas y metal-proteinasas, aminopeptidasas,
dipeptidasas, dipeptido carbopeptidasas, carbopeptidasas, omega-peptidasas.

4. Composicion de olor segun la reivindicacion 1, caracterizada por el hecho de que la molécula HLA de clase |
producida, segun el punto c) o d) debe mezclarse antes de la fragmentaciéon por un periodo de 1 a 36 horas a una
temperatura de 4 a 40°C con suero de ratones om(-/-).

5. Composicién de olor segun la reivindicacién 1, caracterizada por el hecho de que el producto producido segun la
reivindicacion 1 conforma una unidad de combinacién con un segundo producto, que segun el procedimiento de la
reivindicacion 1, se produce con la condicion de que el alelo escogido para el segundo producto sea un alelo diferente al
del primer producto, donde el alelo para el segundo producto debe diferenciarse en al menos una caracteristica de otros
alelos de la molécula HLA clase |, que aparezca en menos del 5% de la poblacién mundial.

6. Composicion de olor segun reivindicacion 5, caracterizada por el hecho de que la unidad de combinacién abarca
dos formulaciones de olor separadas.

7. Composicion de olor segun reivindicacion 5, caracterizada por el hecho de que aparece como una solucion clara en
un jabon, un gel cosmético, una emulsion cosmética, una crema, en una concentraciéon de 0, 0001 a 21 % en peso, en
relacion a la composicion total.

8. Procedimiento para la fabricacion de una composicién de olor de moléculas HLA, donde

a) se selecciona entre alelos HLA de clase | conocidos, un alelo que se diferencia al menos en una caracteristica de
otros alelos de la molécula HLA clase |, que aparezca en menos del 5% de las personas de la poblacion mundial.

b) se escogen alelos HLA de clase |, que se produjeron por mutagénesis in-vitro de la bolsa B a partir de alelos HLA
clase | ya existentes, que no existen de manera natural y que por lo tanto tienen una frecuencia del 0%, y

c) se sintetiza la parte soluble extracelular de la proteina, para la cual codifica el alelo seleccionado y después se
somete a un ensamblamiento in-vitro en presencia de f; —microglobulina (om), dando lugar a un gran nimero de
diferentes péptidos con una longitud de tipificada de 7 a 12 aminoacidos con terminacion libre de N y C para la
conformacion de moléculas HLA de clase | solubles, conformadas por dominios extracelulares oy, a2 y as, f2m y un
péptido, presente en la bolsa de unién al péptido de la molécula HLA formada por los dominios extracelulares a1y oz ; y

d) las moléculas HLA de clase | formadas con los péptidos ligados se separan de los otros componentes en una fase de
limpieza, y

e) las moléculas HLA de clase | purificadas se someten a una fragmentacién con una o varias proteasas, y
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f) las sustancias activas olorosas resultado de la fragmentacion, se introducen como componentes Unicos 0 como
mezcla en un preparado cosmético.

9. Procedimiento segun reivindicacién 8, caracterizado por el hecho de que en el punto e) las sustancias olorosas
activas, después de haber sido separadas de las demds sustancias, se introducen en las composiciones cosmeéticas.

10. Procedimiento segun reivindicacion 8, caracterizado por el hecho de que las proteasas se seleccionan entre
proteinasas como comoserin-proteinasas, cistein-proteinasas, aspartato proteinasas y metal-proteinasas,
aminopeptidasas, dipeptidasas, dipetido carbopeptidasas, carbopeptidasas, omega-peptidasas.

11. Procedimiento segun reivindicacion 8, caracterizado por el hecho de que los alelos HLA-A*6601 y HLA-B*730, los
alelos HLA-B*1301 y HLA-B*2709, los alelos HLA-B*2705 con sustitucion de la bolsa "B" por la bolsa "B" del alelo HLA
A*0201 y HLA-B*7301, se utilizan como sustancias de partida para composiciones de olor separadas.

12. Procedimiento segun reivindicacion 8, caracterizado por el hecho de que la molécula HLA de clase | producida,
segun el punto c) o d) se introduce antes de la fragmentacién por un periodo de 1 a 36 horas a una temperatura de 4 a
40°C en suero de ratones om(-/-).

13. Procedimiento segun reivindicacion 1, caracterizado por el hecho de que el producto producido segun la
reivindicacién 8, conforma una unidad de combinacién con un segundo producto, que segun el procedimiento de la
reivindicacion 8, se produce con la condicion de que el alelo escogido para el segundo producto sea un alelo diferente al
del primer producto, donde el alelo para el segundo producto debe diferenciarse en al menos una caracteristica de otros
alelos de la molécula HLA clase |, que aparezca en menos del 5% de la poblacién mundial.

14. Procedimiento seguln reivindicacion 13, caracterizado por el hecho de que la unidad de combinacién abarca dos
formulaciones de olor separadas.

15. Procedimiento segun reivindicacion 13, caracterizado por el hecho de que la composicién de olor se introduce en
una solucién clara, un jabén, un gel cosmético, una emulsiéon cosmética, una crema, en una concentracion de 0, 0001 a
21 % en peso, en relacion a la composicion total.

16. Composicion de olor, producida segun el procedimiento establecido en la reivindicacion 13, en la cual aparece como
una solucion clara, un jabén, un gel cosmético, una emulsiéon cosmética, una crema, en una concentracién de 0, 0001 a
21 % en peso, en relacién a la composicion total.
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