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@ Resumen:

Compuestos estimuladores de la adhesion celular inde-
seada y sus aplicaciones.

Se describen unas proteinas no glicosiladas, basadas en
la proteina Kre9 de Candida albicans, con capacidad para
estimular la adhesion celular y su empleo en la identifica-
cion de compuestos potencialmente Gtiles contra enfer-
medades asociadas con una adhesion celular indeseada.
La invencion también se relaciona con el empleo de di-
chas proteinas no glicosiladas en el tratamiento de enfer-
medades causadas por agentes infecciosos.
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DESCRIPCION

Compuestos estimuladores de la adhesion celular indeseada y sus aplicaciones.
Campo de la invencion

La presente invencién se relaciona, en general, con la identificacién de unas proteinas no glicosiladas con capa-
cidad para estimular la adhesion celular y su empleo en la identificacién de compuestos potencialmente utiles contra
enfermedades asociadas con una adhesién celular indeseada. La invencién también se relaciona con el empleo de
dichas proteinas no glicosiladas en el tratamiento de enfermedades causadas por agentes infecciosos.

Antecedentes de la invencion

La metastasis es el mecanismo celular por el cual se produce el traslado de células desprendidas de un tumor
maligno, desde su lugar de generacién hasta otro sin conexién anatémica directa, donde se reimplantan. Su produccién
implica un complejo proceso integrado por una sucesioén de etapas interdependientes, en donde las células tumorales
logran colonizar otros territorios orgdnicos tras diseminarse a través de cavidades internas o del torrente vascular
linfético y/o sanguineo. Una vez establecidas como metdstasis, parasitan el territorio invadido, donde producen efectos
daiiinos diversos desde mecanicos hasta endocrinos.

Las etapas mds comunmente aceptadas para explicar el proceso metastatico son:

a) desprendimiento y movilizacion de las células tumorales: dependiendo de la localizacién del tumor prima-
rio, las células tumorales tienen distinta capacidad para despegarse y abandonar el foco tumoral; a conti-
nuacion, las células desprendidas deben alcanzar los vasos sanguineos o linfaticos para poder diseminarse
hacia otros 6rganos alejados;

b) diseminacion de las células tumorales: las células que acceden al torrente circulatorio, ademads de tener que
adaptarse a las diferentes condiciones medioambientales de la sangre y a los efectos mecédnicos causados
por la hemodindmica circulatoria, tienen que escapar del efecto tumoricida del sistema inmune;

¢) implantacion de las células metastdsicas en organos a distancia: en esta etapa del proceso metastatico se
han descrito tres fendmenos consecutivos: la parada de las células tumorales circulantes en la luz capilar,
la extravasacion en el tejido circundante y la proliferacion hasta formar la metéstasis; y

d) proliferacion clonogénica y formacion de metdstasis una vez extravasadas, la proliferaciéon de las célu-
las metastdticas es diferente a la que se observa en el tumor primario, las células tumorales tienen una
autorregulacién condicionada por sus propios factores de crecimiento y sus oncogenes.

La existencia sobre la superficie celular de receptores para moléculas de la matriz extracelular podria ser de vital
importancia para asegurar la perfecta fijacién y posterior proliferacién de la célula tumoral. La interaccién entre
las células tumorales circulantes y las células endoteliales es uno de los procesos que determina que la metéstasis
sea organo-especifica. En el proceso de adhesion entre la tumoral y el endotelio vascular intervienen moléculas de
adhesién que son expresadas, tanto por la célula tumoral como la célula endotelial. Este hecho sugiere que el potencial
metastatico de cada célula tumoral pueda estar influenciado por el tipo de moléculas de adhesion que son expresadas
durante la interaccién entre la célula cancerosa y el endotelio vascular, de ahi que la identificacién de esas moléculas
se considere como uno de los objetivos primordiales para el tratamiento y la prevencién de la diseminacién tumoral.

Aungque la adhesion especifica de las células tumorales al endotelio microvascular es un hecho contrastado, todavia
no se conoce su implicacién en el desarrollo de las metdstasis. Se ha sugerido que las células adheridas al endotelio
podrian estar mds protegidas al ataque de las células citotdxicas circulantes y tener, consecuentemente, mas posibilida-
des de prolongar su vida media que permaneciendo en el torrente sanguineo. La adhesién tumoral al endotelio también
puede facilitar la motilidad celular necesaria para su extravasacion y contribuir a otra etapa del proceso metastatico, la
invasion tumoral del parénquima. También se ha propuesto que durante el proceso metastatico, el principal valor de la
adhesion tumoral al endotelio corresponde a la transduccién de sefiales de este tltimo a las células tumorales viables,
lo cual servirfa como estimulo para la proliferacién intravascular en los lugares de la detencién. En pulmén, se ha
observado que la proliferacién de las células tumorales que se adhieren al endotelio origina la formacién de microme-
t4stasis intravasculares sin necesidad de extravasacidn, que aumentan el tamafio rompiendo la pared vascular. Diversos
estudios morfoldgicos de la adhesioén tumoral al endotelio han indicado que la adhesidn tiene lugar preferentemente en
la zona de unién entre células endoteliales vecinas. Se ha observado que este proceso se contintia con una retraccién
endotelial y la recanalizacién del vaso sanguineo alrededor de las células tumorales. La retraccién endotelial conlle-
va la exposicién de la membrana basal y promueve la adhesion tumoral a la matriz extracelular. Una estimulacién
simultanea de la sintesis y secrecién de enzimas proteoliticos por las células endoteliales podria, a su vez, favorecer
este proceso. En este sentido, demostraron que el endotelio daiado por la accién de radicales libres de oxigeno, libera
colagenasas activas capaces de degenerar la membrana basal y facilitar la invasién tumoral. Por tdltimo, en relacién
con las implicaciones funcionales de la adhesion tumoral al endotelio, cabe destacar el papel citotéxico de las células
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endoteliales sobre las células tumorales. Esta citotoxicidad requiere un contacto directo entre las células tumorales y
el endotelio.

La prevencion y el control terapéutico de la metdstasis es muy dificil. La principal razén del fracaso médico radica
en la inexistencia de una informacién precisa sobre su patogénesis, lo cual conlleva una falta de recursos especificos
para su profilaxis o inhibicién.

Existe, por tanto, la necesidad de desarrollar alternativas a las existentes para prevenir y controlar la metastasis que
contribuyan a incrementar el arsenal de remedios terapéuticos frente a dicha situacién patolédgica.

Compendio de la invencion

Los inventores de la presente invencién han encontrado que la proteina Kre9, no glicosilada, de C. albicans, esta
implicada en el aumento de la adhesion de células tumorales de melanoma al endotelio sinusoidal hepatico induciendo
de ese modo un proceso metastatico en higado. En base a este hecho, los inventores han abierto una nueva ventana
terapéutica para la prevencion y/o el tratamiento de enfermedades asociadas a una adhesién celular indeseada, tales
como, por ejemplo, procesos tumorales, procesos metastiticos, enfermedades que provoquen una respuesta inmune
celular, o procesos inflamatorios, en particular, mediados por citocinas. Asimismo, dicha proteina puede ser utilizada,
debido a su alto potencial proinflamatorio, en la prevencién y/o el tratamiento de enfermedades causadas por agentes
infecciosos.

Por tanto, en un aspecto, la invencién se relaciona con una proteina, no glicosilada, que comprende la secuencia
de aminoacidos SEQ ID NO: 1, o una variante o fragmento de la misma con capacidad estimuladora de la adhesién
tumoral al endotelio, y con su empleo en la identificacion de compuestos potencialmente ttiles contra enfermedades
asociadas con una adhesion celular indeseada y en el tratamiento de dichas enfermedades.

Por otra parte, en otro aspecto, la invencién se relaciona con el empleo de dicha proteina, no glicosilada, que
comprende la secuencia de aminodcidos SEQ ID NO: 1, o una variante o fragmento funcionalmente equivalente de
la misma, como antigeno en la prevencion y/o tratamiento de una enfermedad causada por un agente infeccioso, e.g.,
candidiasis.

La invencidén también se relaciona con el empleo de una proteina, glicosilada, con capacidad de estimular la ad-
hesion tumoral al endotelio, que comprende la secuencia de aminodcidos SEQ ID NO: 1, o una variante o fragmento
de la misma que mantiene dicha capacidad estimuladora de la adhesién tumoral al endotelio, en la identificacion de
compuestos potencialmente ttiles contra enfermedades asociadas con una adhesion celular indeseada.

Breve descripcion de las figuras

En la Figura 1 se muestra A: Plasmido pET-Blue circular; B: Pldsmido pET-Blue lineal, digerido con uno de los
enzimas de restriccion; C: Pldsmido pET-KRE9 circular; D: Plasmido pET-KRED9 lineal digerido con uno de los enzi-
mas de restriccién; E: Plasmido pET-KRED9 digerido con los 2 enzimas de restriccion; y F: Producto de amplificacién
mediante PCR del gen KRE9. Para informacién adicional véase el Ejemplo 1.

La Figura 2 muestra los resultados de A: Electroforesis en SDS-PAGE vy tincién con azul de Coomassie del ex-
tracto proteico de E. coli tras ser inducida la expresion de la proteina CaKre9 antes de purificar; B: Western Blot del
extracto de E. coli + CaKre9 antes de purificar evaluado frente al anticuerpo anti-HSV; C: Electroforesis en SDS-
PAGE vy tincién con azul de Coomassie del extracto proteico de E. coli tras ser inducida la expresion de la proteina
CaKre9 después de ser purificada; D: Western Blot de la proteina CaKre9 recombinante después de ser purificada eva-
luado frente al anticuerpo anti-HSV; y E: Western Blot de la proteina CaKre9 recombinante después de ser purificada
evaluado frente al anticuerpo anti-IL-18.

La Figura 3 es un diagrama de barras donde puede apreciarse el efecto de la proteina de fusion CaKre9-(His)6
sobre el aumento de la adhesién tumoral al ESH. Las diferencias se expresan como adhesién relativa de células del
B16M al ESH. El asterisco (*) indica que las diferencias son significativas.

La Figura 4 muestra la secuencia del gen KREO de C. albicans (negrita cursiva) y de las secuencias utilizadas como
cebadores (subrayado). Dicha secuencia se incluye en la Lista de Secuencias identificada como SEQ ID NO: 5.
Descripcion detallada de la invencion
1. Proteina no glicosilada de la invencion, su obtencion y aplicaciones

En un aspecto, la invencion se relaciona con una proteina, no glicosilada, que comprende la secuencia de aminodaci-
dos mostrada en la SEQ ID NO: 1, o una variante o fragmento funcionalmente equivalente de la misma, con capacidad

para aumentar la adhesién de células tumorales al endotelio.
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Por razones de simplicidad, bajo la denominacién “proteina no glicosilada de la invencion” se incluye dicha
proteina, no glicosilada, que comprende la secuencia de aminoécidos identificada como SEQ ID NO: 1, asf como las
variantes y fragmentos funcionalmente equivalentes de la misma con capacidad para aumentar la adhesién de células
tumorales al endotelio.

En una realizacién particular, la proteina no glicosilada de la invencién comprende, o estd constituida por, la
secuencia de aminodcidos mostrada en la SEQ ID NO: 1; dicha proteina presenta, al menos, la capacidad de aumentar
la adhesién de células tumorales al endotelio, capacidad que puede ser determinada poniendo en contacto células
tumorales con células endoteliales estimuladas con dicha proteina no glicosilada de la invencién (véase, por ejemplo,
el Ejemplo 2).

En una realizacion particular, la proteina no glicosilada de la invencién es la proteina Kre9, no glicosilada, de una
especie del género Candida (Candida spp.), por ejemplo, la proteina Kre9 no glicosilada de C. albicans. El término
“C. albicans”, tal como se utiliza en la presente invencidn, incluye cualquier cepa de Candida albicans, un hongo
diploide asexual (forma de levadura), saprofito de la familia de los Sacaromicetos.

En una realizacién concreta, la proteina no glicosilada de la invencién es la proteina Kre9, no glicosilada, de
C. albicans que tiene la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEQ ID NO: 1 [Accesion: XM_717838; Version:
XM_717838.1, GI: 68465725; organismo C. albicans SC5314]. En otra realizacién concreta, la proteina no glicosilada
de la invencion es la proteina Kre9, no glicosilada, de C. albicans que tiene la secuencia de aminodcidos descrita en
US 6.582.911 B1 (en concreto en la SEQ ID NO: 2 incluida en dicha patente norteamericana).

El gen KRE9 de C. albicans codifica una proteina (Kre9) similar al producto del gen KRE9 de Saccharomyces
cerevisiae. Su secuencia consta de un marco de lectura abierto (ORF) de 813 pares de bases (pb) que codifica una
proteina de 29 kDa formada por 271 aminoécidos. La regién hidrofébica N-terminal es una secuencia sefial apro-
ximadamente hasta el punto de unioén entre el aminodcido 21 y 22. La proteina Kre9 de C. albicans contiene una
zona central rica en residuos de serina y treonina caracteristicos de una potencial O-glicosilacion, tipica de muchas
manoproteinas de pared. La disrupcidn del gen KRE9 de C. albicans pone de manifiesto que dicha proteina Kre9 es
requerida para la sintesis o ensamblaje de los 8-1,6-glucanos (Lussier et al., Proc Natl Acad Sci. 1998; 95:9825-9830).
Las células imitantes homocigotos de C. albicans para el gen KRE9 crecen pobremente en galactosa y no son capaces
de filamentar en suero y en medios que contienen glucosa el gen resulta esencial. El Ejemplo 2 ilustra la capacidad de
una proteina Kre9 de C. albicans (CaKre9) recombinante expresada en Escherichia coli y, por tanto, no glicosilada,
de aumentar significativamente la adhesién de células tumorales (células de melanoma MB16) al endotelio sinusoidal
hepético (ESH).

En otra realizacion particular, la proteina no glicosilada de la invencién comprende, o estd constituida por, una
variante, no glicosilada, de dicha proteina que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 1, y que
presenta, al menos, la capacidad de aumentar la adhesion de células tumorales al endotelio. En el sentido utilizado en
esta descripcion, el término “variante” se refiere a un péptido (o proteina) sustancialmente homdélogo y funcionalmente
equivalente a dicha proteina que comprende la secuencia de aminodacidos identificada como SEQ ID NO: 1.

Tal como aqui se utiliza, un péptido es “sustancialmente homélogo” a dicha proteina cuando su secuencia de
aminodcidos tiene un grado de identidad respecto a la secuencia de aminodcidos de dicha proteina, de, al menos, un
60%, ventajosamente de, al menos un 70%, preferentemente de, al menos, un 85%, y, mas preferentemente de, al
menos, un 95%. Secuencias homologas a una secuencia de una proteina pueden ser identificadas ficilmente por un
experto en la materia con la ayuda de un programa informatico apropiado para comparar secuencias, por ejemplo, el
programa BLAST (Altschul et al. 1997. Nucleic Acids Res. 25:3389).

Asimismo, la expresion “funcionalmente equivalente”, tal como aqui se utiliza, significa que el péptido en cuestién
mantiene la capacidad de aumentar la adhesién de células tumorales al endotelio. La capacidad de aumentar la adhesién
de células tumorales al endotelio se puede determinar mediante cualquier ensayo apropiado conocido por los expertos
en la materia; por ejemplo, poniendo en contacto células tumorales con células endoteliales estimuladas con dicha
proteina no glicosilada de la invencion; para ello, dicha proteina no glicosilada de la invencién se une al receptor
apropiado y lo activa estimulando la adhesién tumoral al endotelio. En una realizacién particular, la capacidad de
aumentar la adhesién de células tumorales al endotelio puede determinarse mediante un ensayo como el descrito en el
Ejemplo 2.

En una realizacion concreta, dicha variante es una forma mutante de la proteina que comprende la secuencia de
aminodcidos mostrada en la SEQ ID NO: 1 que mantiene la capacidad de aumentar la adhesién de células tumorales al
endotelio. Dicha forma mutante puede presentar inserciones, deleciones o modificaciones de uno o mas aminoacidos
respecto a la proteina que comprende la SEQ ID NO: 1, con la condicién de que conserve la capacidad de aumentar la
adhesion de células tumorales al endotelio.

Asimismo, en el sentido utilizado en esta descripcion, el término “fragmento” se refiere a un péptido que compren-
de una porcion de dicha proteina que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 1, es decir, una secuencia
de aminodcidos contiguos comprendida dentro de dicha SEQ ID NO: 1; para su empleo en la presente invencién dicho
fragmento debe ser funcionalmente equivalente, es decir, el fragmento (péptido) en cuestion mantiene la capacidad de
aumentar la adhesion de células tumorales al endotelio.
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Como se ha mencionado previamente, la proteina no glicosilada de la invencién presenta, al menos, la capacidad
de aumentar la adhesion de células tumorales al endotelio, capacidad que puede ser determinada poniendo en contacto
células tumorales con células endoteliales estimuladas con dicha proteina no glicosilada de la invencién mediante la
unidn o interaccién de dicha proteina no glicosilada de la invencién con el receptor apropiado, cuya activacién parece
estimular la adhesién tumoral al endotelio. Ademads, la proteina no glicosilada de la invencién puede presentar la capa-
cidad de unirse a un receptor apropiado, tal como un receptor de una citocina (mimetizando de ese modo a la citocina
correspondiente) o un receptor al que se une o con el que interactda la proteina Kre9 de C. albicans; algunos de dichos
receptores pueden estimular la adhesion celular al endotelio. En una realizacién particular, el receptor al que se une
la proteina no glicosilada de la invencién es un receptor de una citocina, tal como el receptor de la interleucina- 1beta
(IL-1pB), por lo que dicha proteina no glicosilada de la invencién puede actuar mimetizando dicha citocina (IL-1/3). Por
tanto, la proteina no glicosilada de la invencién puede ser utilizada en la identificacion de compuestos potencialmente
utiles en la prevencién y/o el tratamiento de enfermedades asociadas con una adhesién celular indeseada. Asimismo,
la proteina no glicosilada de la invencién puede presentar la capacidad de inducir una respuesta inflamatoria, y, por
tanto, debido a su potencial proinflamatorio, actuar como antigeno, por lo que podria ser utilizada en la prevencién y/o
el tratamiento de una enfermedad causada por un agente infeccioso.

La proteina no glicosilada de la invencién se puede obtener a partir de un organismo productor de la proteina
glicosilada y sometiendo a dicha proteina glicosilada a un tratamiento para eliminar los carbohidratos, por ejemplo,
mediante oxidacién quimica (e.g., tratamiento con metaperiodato, etc.). Alternativamente, la proteina no glicosilada
de la invencién se puede obtener a partir de un organismo productor de dicha proteina no glicosilada, mediante un pro-
cedimiento que comprende cultivar dicho organismo bajo condiciones apropiadas para la expresion de dicha proteina
y recuperarla. En una realizacion particular de esta invencion, el organismo productor de la proteina no glicosilada de
la invencidén es un organismo procariota que comprende un polinucleétido que codifica la proteina no glicosilada de
la invencidn; en una realizacién particular, dicho organismo es una bacteria, e.g., Escherichia coli. En el Ejemplo 1
se describe la produccién, aislamiento y purificacion de una proteina no glicosilada de la invencién, concretamente,
de la proteina Kre9 de C. albicans recombinante (proteina CaKre9 recombinante) que comprende la secuencia de
aminodcidos mostrada en la SEQ ID NO: 1 (o una variante de la misma) fusionada a una cola de HSV y 6 restos de
histidina [(His)s], con capacidad de aumentar la adhesion de células tumorales al endotelio.

Por tanto, alternativamente, la proteina no glicosilada de la invencién puede formar parte de una proteina de fusion.
En este sentido, a modo ilustrativo, no limitativo, dicha proteina de fusién puede contener una regién A constituida
por un primer péptido que comprende la proteina no glicosilada de la invencién unida a una regién B que comprende
un segundo péptido. Dicho segundo péptido puede ser cualquier péptido apropiado, por ejemplo, un péptido til para
identificar la proteina recombinante, por ejemplo, mediante inmunodeteccion de la proteina recombinante (e.g., una
cola HSV, o cualquier otra cola similar susceptible de ser reconocida, por ejemplo, por un anticuerpo, etc.) y/o para
purificar la proteina recombinante, por ejemplo, una cola de histidinas, que permite la purificacién de la proteina
recombinante mediante el empleo de una columna de afinidad. Dicha regién B puede estar unida a la regién amino-
terminal de dicha regién A, o bien, alternativamente, dicha regién B puede estar unida a la regién carboxilo-terminal
de dicha region A. Ambas regiones A y B pueden estar unidas directamente o a través de un péptido espaciador (linker)
entre dichas regiones A y B. La proteina de fusion puede obtenerse por métodos convencionales conocidos por los
expertos en la materia, por ejemplo, mediante la expresién génica de la secuencia de nucleétidos que codifica para
dicha proteina de fusién en células hospedadoras apropiadas.

La proteina no glicosilada de la invencién puede encontrarse, si se desea, en una composicién que comprende dicha
proteina no glicosilada de la invencién y un vehiculo inerte. Dicha composicion constituye un aspecto adicional de esta
invencién. Practicamente cualquier vehiculo inerte, es decir, que no resulte perjudicial para la proteina no glicosilada
de la invencién, puede ser utilizada en la elaboracién de dicha composicion.

A partir de la informacién proporcionada por la proteina no glicosilada de la invencién, se puede identificar y
aislar la secuencia de 4cido nucleico que codifica para dicha proteina mediante el empleo de técnicas convencionales
conocidas por los expertos en la materia, por ejemplo, mediante la creacion de genotecas de DNA genémico (DNAg)
o de DNA copia (cDNA) de organismos productores de dicha proteina; el disefio de oligonucle6tidos adecuados para
amplificar, mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), una region del clon gendémico de los organismos
productores de dicha proteina que sirva para obtener sondas destinadas a escrutar dichas genotecas; y el andlisis y se-
leccidn de los clones positivos. En una realizacién particular, se ha disefiado una pareja de oligonucleétidos iniciadores
constituida por los oligonucledtidos cuyas secuencias se muestran en SEQ ID NO. 3 y SEQ ID NO: 4, para amplificar
el gen que codifica para la proteina Kre9 de C. albicans. Dichos oligonucleétidos iniciadores constituyen un aspecto
adicional de esta invencién.

En una realizacién particular, el polinucleétido que codifica para la proteina no glicosilada de la invencién com-
prende, o estd constituido por, la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 2. En una realizacién concreta,
el polinucleétido que codifica para la proteina Kre9, no glicosilada, de C. albicans que tiene la secuencia de aminoé-
cidos mostrada en la SEQ ID NO: 2 [Accesion: XM_717838; Version: XM_717838.1, GI: 68465725; organismo C.
albicans SC5314], En otra realizacién concreta, el polinucledtido que codifica para la proteina Kre9, no glicosilada, de
C. albicans tiene la secuencia de nucleétidos descrita en US 6.582.911 B1 (en concreto en la SEQ ID NO: 1 incluida
en dicha patente norteamericana).
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Alternativamente, el polinucleétido que codifica para la proteina no glicosilada de la invencién puede presentar
variaciones en su secuencia respecto a la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO: 2, por ejemplo,
sustituciones, inserciones y/o deleciones de uno o mds nucleétidos, con la condicién de que el polinucledtido resultante
codifica para una proteina no glicosilada de la invencidn. Por tanto, dentro del dmbito de la presente invencién se
encuentran polinucleétidos sustancialmente homdlogos al polinucleétido cuya secuencia de nucleétidos se muestra en
la SEQ ID NO: 2 y codifica para una proteina no glicosilada de la invencion.

En el sentido utilizado en esta descripcién, un polinucleétido es “sustancialmente homé6logo™ al polinucleétido de
SEQ ID NO: 2 cuando su secuencia de nucleétidos tiene un grado de identidad respecto a la secuencia de nucleétidos
SEQ ID NO: 2 de, al menos, un 60%, ventajosamente de, al menos un 70%, preferentemente de, al menos, un 85%,
y, mds preferentemente de, al menos, un 95%. Tipicamente un polinucleétido sustancialmente homdélogo al polinu-
cleétido de SEQ ID NO: 2 se puede aislar de un organismo productor de la proteina glicosilada/no glicosilada de la
invencion en base a la informacion contenida en dicha SEQ ID NO: 2, o bien se construye en base a la secuencia de
DNA mostrada en la SEQ ID NO: 2, por ejemplo, mediante la introduccién de sustituciones conservativas o no conser-
vativas. Otros ejemplos de posibles modificaciones incluyen la insercién de uno o mds nucledétidos en la secuencia, la
adicién de uno o mas nucleétidos en cualquiera de los extremos de la secuencia, o la delecién de uno o mas nucleétidos
en cualquier extremo o en el interior de la secuencia.

Dicho polinucleétido que codifica para la proteina no glicosilada de la invencién puede estar contenido en una
construccién génica que comprende dicho polinucledtido. Dicha construccién génica puede incorporar, operativamen-
te unida, una secuencia reguladora de la expresién de dicho polinucleétido que codifica para la proteina no glicosilada
de la invencién, constituyendo de este modo un cassette de expresion. Tal como se utiliza en esta descripcion, la
expresion “operativamente unida” significa que la proteina no glicosilada de la invencién, codificada por dicho poli-
nucledtido, es expresada en el marco de lectura correcto bajo el control de las secuencias de control o reguladoras de
expresion. Las secuencias de control son secuencias que controlan y regulan la transcripcién y, en su caso, la traduccién
de la proteina de la invencidn, e incluyen secuencias promotoras, secuencias codificantes para reguladores transcrip-
cionales, secuencias de unién a ribosomas (RBS) y/o secuencias terminadoras de transcripcién. En una realizacién
particular, dicha secuencia de control de expresion es funcional en organismos procariotas, por ejemplo, bacterias,
etc., tal como E. coli o similares. Ventajosamente, la construccién comprende, ademds, un marcador o gen que codi-
fica para un motivo o para un fenotipo que permita la seleccion del organismo transformado con dicha construccion.
Dicha construccién génica puede obtenerse mediante el empleo de técnicas ampliamente conocidas en el estado de la
técnica (Sambrook er al., “Molecular cloning, a Laboratory Manual”, 2" ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press,
N.Y., 1989 Vol 1-3).

Asimismo, dicha construccién génica puede ser insertada en un vector apropiado. La elecciéon del vector dependera
del organismo hospedador en el que se va a introducir posteriormente dicho vector. En una realizacién particular, el
vector es un pldsmido (pETKRE9) procedente de un plasmido comercial pET-Blue (Ejemplo 1). Dicho vector puede
ser obtenido por métodos convencionales conocidos por los expertos en la materia (Sambrook et al., citado supra). En
una realizacion particular, dicho vector es un vector util para transformar bacterias, e.g., E. coli competentes.

Dicho vector puede ser utilizado para transformar organismos susceptibles de ser transformados por dicho vector.
Dichos organismos, dado que la proteina a expresar (proteina no glicosilada de la invencién) no debe estar glicosilada,
son organismos procariotas, por ejemplo, bacterias, tales como E. coli, etc., e.g., E. coli BL21(DE3) (Studier y Moffatt
(1986) J. Mol. Biol. 189: 113-130), etc.

Por tanto, en otro aspecto, la invencién se relaciona con un organismo procariota, en adelante “organismo proca-
riota de la invencion”, transformado con el vector previamente mencionado; por tanto, el organismo procariota de la
invencién comprende, por tanto, un polinucleétido que codifica para una proteina no glicosilada de la invencién, o
una construccioén génica que comprende dicho polinucledtido, o un cassette de expresion que comprende dicho poli-
nucledtido, o bien un vector que comprende dicho polinucleétido, y es capaz de expresar la proteina no glicosilada de
la invencién. Como se ha mencionado previamente, dicho organismo procariota de la invencién es una bacteria, por
ejemplo, E. coli, etc., tal como E. coli BL21(DE3), etc. El organismo procariota de la invencién puede ser obtenido
por métodos convencionales conocidos por los expertos en la materia [Sambrok et al., 1989, citado supral].

En otro aspecto, la invencidn se relaciona con un procedimiento para la obtencion de una proteina no glicosilada
de la invencion, que comprende cultivar un organismo procariota de la invencién bajo condiciones que permiten
la produccion de dicha proteina y, si se desea, recuperar dicha proteina no glicosilada de la invencién del medio
de cultivo. Las condiciones para optimizar el cultivo de dicho organismo procariota de la invencién dependerd del
organismo procariota utilizado; dichas condiciones son conocidas por los expertos en la materia. El procedimiento
para producir la proteina no glicosilada de la invencion incluye, opcionalmente, el aislamiento y purificacion de dicha
proteina no glicosilada de la invencidn.

Como se ha mencionado previamente, la proteina no glicosilada de la invencion tiene la capacidad de aumentar la
adhesion de células tumorales al endotelio y la capacidad de unirse a un receptor apropiado, tal como un receptor de una
citocina (mimetizando de ese modo a la citocina correspondiente) o un receptor al que se une o con el que interactia
la proteina Kre9 de C. albicans, por ejemplo, receptores que pueden estimular la adhesién celular al endotelio, tal
como, el receptor de la IL-18, por lo que dicha proteina no glicosilada de la invencién puede actuar mimetizando
dicha citocina (IL-1p). Por tanto, la proteina no glicosilada de la invencién puede ser utilizada en la identificacién de
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compuestos potencialmente ttiles en la prevencién y/o el tratamiento de una enfermedad asociada con una adhesién
celular indeseada.

En el contexto de la presente invencion, una “enfermedad asociada a una adhesion celular indeseada” incluye la
progresion y la metdstasis de cancer y tumores. Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de enfermedades asociadas a una
adhesion celular indeseada y que pueden ser tratados de acuerdo con las ensefianzas de la presente invencion incluyen
céancer, metdstasis, restenosis, enfermedades que provocan una respuesta inmune celular y enfermedades inflamatorias.

En una realizacién particular de la invencion, la enfermedad asociada a una adhesién celular indeseada es un cancer
o un proceso tumoral o canceroso, es decir, una condicién fisiolégica en mamiferos caracterizada por un crecimiento
celular desregulado.

En otra realizacion particular de la invencidn, la enfermedad asociada a una adhesion celular indeseada es una
metastasis o proceso metastatico, es decir, la propagacién de un foco canceroso a un érgano distinto de aquel en que
se inicio, por ejemplo, por via sanguinea o linf4tica. En una realizacién particular, dicho proceso metastdtico conduce
a la implantacién de un tumor en el higado, por ejemplo, en el ESH.

En otra realizacién particular de la invencidn, la enfermedad asociada a una adhesién celular indeseada es una
restenosis, es decir, una enfermedad que cursa con una migracidn excesiva de células como resultado de la liberacién
de factores de crecimiento producidos por un dafio mecéanico de las células endoteliales que constituyen las arterias
coronarias.

En otra realizacién particular de la invencion, la enfermedad asociada a una adhesién celular indeseada es una
enfermedad que provoca una respuesta inmune celular, es decir, una forma de respuesta inmunolégica adaptativa
mediada por linfocitos T que actia como mecanismo de defensa en contra de microorganismos intracelulares, e.g.,
virus, algunas bacterias y hongos, capaces de sobrevivir y proliferar en el interior de los fagocitos y otras células del
huésped, lugar al que no tienen acceso los anticuerpos circulantes, etc. La defensa frente a este tipo de infecciones
depende de la inmunidad celular, que induce la destruccion del microorganismo residente en los fagocitos o de las
células infectadas.

En otra realizacién particular de la invencion, la enfermedad asociada a una adhesién celular indeseada es una
enfermedad inflamatoria o proceso inflamatorio, en particular, un proceso inflamatorio mediado por citocinas, es decir,
una enfermedad que provoca inflamacién como consecuencia de una proliferacion celular asociada con una disfuncién
proliferativa, e.g., glomerulonefritis proliferativa, lupus eritematoso, escleroderma, artritis temporal, tromboangitis,
sindrome del ndédulo linfatico muco-cutdneo, etc.

Identificacion de compuestos potencialmente terapéuticos

Por tanto, en otro aspecto, la invencién se relaciona con un método in vitro para identificar un compuesto poten-
cialmente Util para la prevencién y/o el tratamiento de una enfermedad asociada a una adhesion celular indeseada, en
adelante método de identificacion (I) de compuestos potencialmente terapéuticos de la invencion, que comprende:

a) poner en contacto una célula que expresa un receptor al que se une, o con el que interactda, una proteina no
glicosilada de la invencion con una proteina no glicosilada de la invencién y con el compuesto candidato,

y

b) identificar aquellos compuestos que inhiben la unién de dicha proteina no glicosilada de la invencién a
dicho receptor.

En una realizacién particular, el método de identificaciéon de compuestos potencialmente terapéuticos de la inven-
cion es particularmente itil y resulta adecuado para identificar y seleccionar compuestos potencialmente utiles para
la prevencion y/o el tratamiento de procesos tumorales, procesos metastaticos, restenosis, enfermedades que provocan
una respuesta inmune celular y/o enfermedades inflamatorias.

Aunque practicamente cualquier célula que expresa un receptor al que se une, o con el que interactia, una proteina
no glicosilada de la invencién puede ser utilizada en la puesta en practica de dicho método, en una realizacién par-
ticular, dicha célula que expresa un receptor al que se une, o con el que interactda, una proteina no glicosilada de la
invencion es una célula que expresa un receptor de una citocina, e.g., un receptor de la IL-183, o un receptor de cual-
quier otra citocina, o, en general, una célula que expresa un receptor al que se une la proteina Kre9 de C. albicans; asi,
en una realizacion particular, dicha célula que expresa un receptor al que se une, o con el que interactiia, una proteina
no glicosilada de la invencion es una célula del endotelio apropiada, por ejemplo, una célula del endotelio sinusoidal
hepético (ESH).
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Tratamiento y/o prevencion de enfermedades asociadas a una adhesion celular indeseada

Los compuestos identificados segtin el método de identificacién de compuestos potencialmente terapéuticos de la
invencién pueden ser utilizados en la prevencion y/o el tratamiento de una enfermedad asociada a una adhesién celular
indeseada. Por tanto, en otro aspecto, la invencion se relaciona con un agente inhibidor de la actividad de la proteina
no glicosilada de la invencion para la prevencion y/o el tratamiento de una enfermedad asociada a una adhesion
celular indeseada, tal como un proceso tumoral, un proceso metastatico, restenosis, una enfermedad que provoca una
respuesta inmune celular y/o una enfermedad inflamatoria. Es decir, en otras palabras, en otro aspecto, la invencién
se relaciona con el empleo de un agente inhibidor de la actividad de la proteina no glicosilada de la invencion en la
elaboracion de una composicion farmacéutica para la prevencion y/o el tratamiento de una enfermedad asociada a
una adhesion celular indeseada. tal como un proceso tumoral, un proceso metastatico, restenosis, una enfermedad que
provoca una respuesta inmune celular y/o una enfermedad inflamatoria.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un método para la prevencion y/o el tratamiento de una enfermedad
asociada a una adhesion celular indeseada, tal como un proceso tumoral, un proceso metastitico, restenosis, una
enfermedad que provoca una respuesta inmune celular y/o una enfermedad inflamatoria, que comprende la adminis-
tracion a un sujeto en necesidad de tratamiento de un agente inhibidor de la actividad de una proteina no glicosilada
de la invencién (en ocasiones referido como “agente inhibidor (I) de la invencién”), en una cantidad terapéuticamente
eficaz.

El término “sujeto”, tal como aqui se utiliza, se refiere a un miembro de una especie de mamifero, e incluye, pero
no se limita a, animales domésticos, primates y humanos; preferentemente, el sujeto es un ser humano, masculino
o femenino, de cualquier edad o raza. En una realizacion particular, dicho sujeto en necesidad de tratamiento es un
paciente con cancer; en otra realizacion concreta, dicho sujeto en necesidad de tratamiento es un paciente con cancer
que, ademas, padece una enfermedad causada por un agente infeccioso, por ejemplo, una candidiasis.

En el contexto de la presente invencion, el término “proteina no glicosilada de la invencién” ya ha sido definido
previamente. En una realizacion particular de la invencion, la proteina no glicosilada de la invencién comprende, o
esta constituida por, la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEQ ID NO: 1, o por la proteina Kre9, no glicosilada,
de Candida spp., e.g., la proteina Kre9 no glicosilada de C. albicans, tal como la proteina Kre9, no glicosilada, de
C. albicans que tiene la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEQ ID NO: 2 de la patente norteamericana US
6.582.911 B1. En otra realizacién particular de la invencidn, la proteina no glicosilada de la invencién es una variante
o un fragmento funcionalmente equivalente de las proteinas no glicosiladas previamente mencionadas.

En el contexto de la presente invencion se entiende por “agente inhibidor (I) de la invencion”, cualquier sustancia
o compuesto que sea capaz de impedir o bloquear que la proteina no glicosilada de la invencién realice su funcién
(actividad), es decir, impedir que dicha proteina no glicosilada de la invencion pueda activar/estimular la adhesion de
células tumorales al endotelio. Aunque no se desea estar vinculado por ninguna teoria se cree que dicha actividad es-
timuladora de la adhesion tumoral al endotelio puede ser realizada mediante la activacion de los receptores adecuados
(e.g., el receptor de la IL-1p, etc.) por parte de la proteina no glicosilada de la invencién, por lo que la unién de un
compuesto a dicha proteina no glicosilada de la invencién puede dar como resultado que la proteina no glicosilada
de la invencién no se pueda unir a su receptor o receptores. Ensayos para determinar si un compuesto es un agente
inhibidor de una proteina no glicosilada de la invencién pueden ser disefiados por los expertos en la materia a la vista
de la informacién proporcionada por esta invencion, por ejemplo, a partir de la informacién contenida en el Ejemplo
2.

A modo ilustrativo, no limitativo, agentes inhibidores de la actividad de la proteina no glicosilada de la invencién
para su uso en la presente invencion incluyen, por ejemplo, péptidos inhibidores de dicha proteina no glicosilada de
la invencidn, anticuerpos dirigidos especificamente contra epitopos de dicha proteina no glicosilada de la invencién
esenciales para desempefar su funcién, etc. Por tanto, en una realizacion particular de la invencién, dicho agente
inhibidor (I) de la invencién se selecciona del grupo formado por péptidos inhibidores y anticuerpos.

El término “péptido inhibidor”, tal como aqui se utiliza, hace referencia a aquellos péptidos capaces de unirse a
una proteina no glicosilada de la invencion e inhibir su actividad tal como se ha explicado anteriormente, es decir,
impedir que la proteina no glicosilada de la invencién pueda inducir o estimular la adhesién de células tumorales al
endotelio.

Por “anticuerpo inhibidor” se entiende en el contexto de la presente invencion todo aquel anticuerpo que es capaz
de unirse a una proteina no glicosilada de la invencién, impidiendo que dicha proteina no glicosilada de la invencién
pueda inducir o estimular la adhesién de células tumorales al endotelio. Dichos anticuerpos pueden ser preparados
usando cualquiera de los métodos que son conocidos para el experto en la materia. Asf, los anticuerpos policlonales se
preparan mediante inmunizacién de un animal con la proteina no glicosilada de la invencién que se desea inhibir. Los
anticuerpos monoclonales se preparan usando el método descrito por Kohler and Milstein (Nature, 1975; 256:495-
397) o por Harlow and Lafie (“Using Antibodies. A Laboratory Manual” de E. Harlow y D. Lafie, Editor: Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York; 1998 (ISBN 978-0879695439)). Una vez identificados
anticuerpos con capacidad de unién a una proteina no glicosilada de la invencidn, se seleccionaran aquellos que son
capaces de inhibir la actividad de dicha proteina usando el ensayo de identificacién de agentes inhibidores al que se
ha hecho referencia previamente.
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En una realizacién particular, dicho anticuerpo inhibidor es un anticuerpo que reconoce especificamente una pro-
tefna no glicosilada de la invencidn, tal como una proteina no glicosilada que comprende, o estd constituida por, la
secuencia de aminodcidos mostrada en la SEQ ID NO: 1, o por la proteina Kre9, no glicosilada, de Candida spp.,
e.g., la proteina Kre9 no glicosilada de C. albicans, tal como la proteina Kre9, no glicosilada, de C. albicans que
tiene la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEQ ID NO: 2 de la patente norteamericana US 6.582.911 B1. En
otra realizacién particular, dicho anticuerpo inhibidor es un anticuerpo que reconoce especificamente una variante o
un fragmento funcionalmente equivalente de las proteinas no glicosiladas previamente mencionadas. En una realiza-
cion particular, dicho anticuerpo inhibidor es un anticuerpo que reconoce la IL-18, e.g., un anticuerpo anti-IL-13 de
mamifero.

En la presente invencion, el término “anticuerpo” ha de ser interpretado de forma amplia e incluye anticuerpos
policlonales, monoclonales, multiespecificos y fragmentos de los mismos (F(ab’)2, Fab), etc. siempre que sean capaces
de reconocer especificamente el antigeno de interés, que en el contexto de la presente invencidn es una proteina no
glicosilada de la invencién. Ejemplos de anticuerpos que pueden emplearse en el contexto de a presente invencién
son, por ejemplo y sin limitacion, anticuerpos policlonales, anticuerpos monoclonales, anticuerpos recombinantes,
anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, anticuerpos totalmente humanos, etc.

Los anticuerpos policlonales son originalmente mezclas heterogéneas de moléculas de anticuerpos producidas en
el suero de animales que han sido inmunizados con un antigeno. Incluyen también anticuerpos policlonales monoes-
pecificos obtenidos a partir de las mezclas heterogéneas, por ejemplo, mediante cromatografia en una columna con
péptidos de un tnico epitopo del antigeno de interés.

Un anticuerpo monoclonal es una poblacién homogénea de anticuerpos especificos para un unico epitopo del
antigeno. Estos anticuerpos monoclonales pueden prepararse mediante técnicas convencionales ya descritas (véase
mas arriba).

Un anticuerpo quimérico es un anticuerpo monoclonal construido mediante clonacién o recombinacién de anti-
cuerpos procedentes de distintas especies animales. En una configuracién tipica pero no limitativa de la invencion,
el anticuerpo quimérico incluye una parte de un anticuerpo monoclonal, generalmente la regién variable (Fv) que
incluye los sitios para reconocimiento y unién al antigeno, y la otra parte correspondiente a un anticuerpo humano,
generalmente la parte que incluye la regidn constante y la constante adyacente.

Un anticuerpo totalmente humano es un anticuerpo o anticuerpos que han sido producidos en animales transgénicos
con sistema inmune humano o por inmunizacidn in vitro de células inmunes humanas (incluyendo tanto inmunizacién
genética como tradicional con o sin adyuvantes y antigeno puro o no; o mediante cualquier método de exposicién
del antigeno al sistema inmune) o mediante bibliotecas nativas/sintéticas producidas desde células inmunes humanas.
Estos anticuerpos pueden obtenerse y seleccionarse desde animales transgénicos (por ejemplo ratones) en los que se
han clonado genes de las inmunoglobulinas humanas y que son inmunizados con el antigeno objetivo (en la presente
invencion dicho antigeno es una proteina no glicosilada de la invencion). Estos anticuerpos pueden obtenerse por se-
leccién de regiones variables de cadena simple (scFv) o de unién al antigeno (Fab) humanas presentadas en bibliotecas
de fagos (phage display) y posterior clonacién e injerto en un anticuerpo humano o mediante cualquier otro método
de produccién y presentacion (display) conocido por el experto en la materia, de las librerfas generadas por clona-
cidén de las regiones variables de ambas cadenas y posterior combinacién/mutacién de éstas para generar librerias de
anticuerpos.

Un anticuerpo humanizado es un anticuerpo monoclonal construido mediante clonacidn e injerto de las regiones
hipervariables determinantes de complementariedad (CDR) de un anticuerpo monoclonal murino en un anticuerpo
humano en sustitucién de sus propias regiones hipervariables CDR.

Por otro lado, en el contexto de la presente invencién, dentro del término “anticuerpo” también se incluyen varian-
tes con un patrén de glicosilacién alterado, asi como fragmentos de anticuerpos, obtenidos a partir de la proteina o
mediante tecnologia recombinante, glicosilados o no glicosilados, que pueden consistir (i) en zonas variables de los
anticuerpos unidas entre si por un péptido de unién (scFv), (ii) en la zona variable junto a la constante CH1 de la ca-
dena pesada (Fd) unida a la cadena ligera mediante cisteinas o mediante péptidos de unién y puente disulfuro (scFab),
(iii) nuevas variantes, como cadenas pesadas solas, o (iv) cualquier modificacién que se haga de los fragmentos de
anticuerpo con el fin de hacerlos mds afines, menos inmunogénicos (humanizados) o mds estables en fluidos bioldgi-
cos y que en el contexto de la presente invencion, tengan capacidad de impedir que las proteinas no glicosiladas de la
invencion realicen su funcién (actividad), es decir, inducir o estimular la adhesion de células tumorales al endotelio.

El experto en la materia entenderd que los anticuerpos pueden obtenerse por medio de técnicas convencionales de
ingenieria genética o recombinante, de produccién de anticuerpos, de extraccién y purificacién a partir de fluidos o
tejidos bioldgicos, o por cualquier otra técnica convencional para la obtencion de proteinas y anticuerpos las cuales,
son ampliamente conocidas por el experto en la materia. Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de técnicas para la
produccién de anticuerpos son: técnicas de inmunizacién en animales, incluidos animales transgénicos para genes
de inmunoglobulinas humanas, produccién de monoclonales mediante hibridomas, produccién mediante librerfas de
anticuerpos, que pueden ser nativas, sintéticas o derivadas de organismos inmunizados frente al antigeno de interés y
que podrian ser seleccionadas mediante muy diferentes métodos de presentacién o “display” (phage display, ribosome
display, etc.) y posteriormente, mediante técnicas de ingenieria genética podrian ser redisefiadas y expresadas en
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vectores diseflados para la produccién de anticuerpos recombinantes de diferentes tamafios, composicién y estructura.
Una revisién de los principales métodos para la produccién y purificacién de los anticuerpos puede encontrarse, por
ejemplo, en:

- “Handbook of Therapeutic Antibodies”, de S. Diibel. Editor: Wiley-VCH, 2007, Vol: I a IIT (ISBN 978-
3527314539);

- “Antibodies: Volume 1: Production and Purification” de G. Subramanian Ed., Editor: Springer, 1st Ed,
2004 (ISBN 978-0306482458);

- “Antibodies: Volume 2: Novel Technologies and Therapeutic Use”, de G. Subramanian Ed., Editor: Sprin-
ger, primera edicién, 2004 (ISBN 978-0306483158); o

- “Molecular Cloning: a Laboratory manual”, de J. Sambrook y D.W. Russel Eds., Publisher: Cold Spring
Harbor Laboratory Press, tercera edicion, 2001 (ISBN 978-0879695774).

Tal como se ha expresado al comienzo de la descripcidn, los inventores de esta invencién han abierto una nueva
ventana terapéutica en el tratamiento de enfermedades asociadas a una adhesion celular indeseada, tales como procesos
tumorales (cancer), procesos metastaticos (metdstasis), restenosis, enfermedades que provocan una respuesta inmune
celular y/o enfermedades inflamatorias.

Por tanto, en otro aspecto, la invencion se relaciona con una composicion farmacéutica, en adelante “composicion
farmacéutica A de la invencion”, que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente inhibidor (I) de
la invencién junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable para el tratamiento de enfermedades asociadas a una
adhesion celular indeseada. Ejemplos de enfermedades asociadas a una adhesion celular indeseada incluyen procesos
tumorales (cdncer), procesos metastaticos (metastasis), restenosis, enfermedades que provocan una respuesta inmune
celular y/o enfermedades inflamatorias y han sido citadas previamente en la presente memoria.

En el contexto de la presente invencion se entiende por “cantidad terapéuticamente eficaz” la cantidad de agente
inhibidor (I) de la invencién necesaria para conseguir el efecto deseado que, en este caso concreto, es el tratamiento
de enfermedades asociadas a una adhesidén celular indeseada. En general, la cantidad terapéuticamente efectiva del
agente inhibidor (I) de la invencién a administrar dependerd, entre otros factores, del sujeto que vaya a ser tratado, de
la severidad de la enfermedad que padezca dicho sujeto, de la forma de administracion elegida, etc. Por este motivo,
las dosis mencionadas en esta invencién deben ser consideradas tan solo como guias para el experto en la materia,
y éste debe ajustar las dosis en funcion de las variables citadas anteriormente. No obstante, se puede administrar un
agente inhibidor (I) de la invencién, una o més veces al dia, por ejemplo, 1, 2, 3 6 4 veces al dia, en una cantidad tipica
total diaria comprendida entre 0,1 y 1.000 mg/kg masa corporal/dia, preferentemente 10 mg/kg masa corporal/dia.

El término “tratamiento” o “tratar” en el contexto de esta descripcion significa administracién de un agente inhibi-
dor (I) de la invencién para prevenir, aliviar o curar la enfermedad, o uno o mds sintomas asociados a dicha enfermedad
asociada a una adhesién celular indeseada. “Tratamiento” también abarca prevenir, aliviar o eliminar las secuelas fi-
siolégicas de la enfermedad. El término “aliviar” en el contexto de esta invencién se entiende como significando
cualquier mejora de la situacién del paciente tratado- tanto subjetivamente (sentimiento del o sobre el paciente) como
objetivamente (pardmetros medidos).

El término “transportador, adyuvante y/o vehiculo” se refiere a entidades moleculares o substancias con las que se
administra el ingrediente activo (agente inhibidor (I) de la invencién). Tales transportadores, adyuvantes o vehiculos
farmacéuticos pueden ser liquidos estériles, tales como aguas y aceites, incluyendo aquellas de petréleo o de origen
animal, vegetal o sintético, tales como aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite mineral, aceite de sésamo y similares,
excipientes, disgregantes, agentes humectantes o diluyentes. Se describen transportadores farmacéuticos adecuados en
“Remington’s Pharmaceutical Sciences” de E.W. Martin.

En el contexto de la presente invencidn, el término “farmacéuticamente aceptable” se refiere a entidades mole-
culares y composiciones que son tolerables fisiolégicamente y no producen tipicamente una reaccién alérgica o una
reaccion desfavorable similar, tal como trastorno gastrico, mareo y similares, cuando se administran a un humano.
Preferiblemente, el término “farmacéuticamente aceptable” significa aprobado por una agencia reguladora de un go-
bierno federal o estatal o recogido en la farmacopea estadounidense u otra farmacopea reconocida generalmente para
uso en animales, y mds particularmente en humanos.

El agente inhibidor (I) de la invencién asi como las composiciones farmacéuticas que los contienen, pueden ser
utilizados junto con otros farmacos adicionales ttiles en el tratamiento de enfermedades asociadas a una proliferacién
y/o adhesién celular indeseada. Dichos farmacos adicionales pueden formar parte de la misma composicién farma-
céutica A de la invencion, o, alternativamente, pueden ser proporcionados en forma de una composicion farmacéutica
separada para su administracion simultdnea o no a la de la composicién farmacéutica A de la invencién que comprende
dicho agente inhibidor (I) de la actividad de una proteina no glicosilada de la invencién.
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Ejemplos de otros farmacos adicionales ttiles en el tratamiento de enfermedades asociadas a una proliferacién
celular indeseada son, pero no se limitan a, agentes alquilantes tales como, por ejemplo, ciclofosfamida, carmustina,
daunorubicina, mecloretamina, clorambucilo, nimustina, melfaldn y similares; antraciclinas, tales como, por ejemplo,
daunorubicina, doxorubicina, epirubicina, idarubicina, mitoxantrona, valrubicina y similares; compuestos de taxano,
tales como, por ejemplo, paclitaxel, docetaxel y similares; inhibidores de la topoisomerasa tales como, por ejemplo,
etopdxido, tenipdxido, tulipéxido, irinotecdn y similares; andlogos de nucledtidos tales como, por ejemplo, azaci-
tidina, azatioprina, capecitabina, citarabina, doxifluridina, fluorouracilo, gemcitabina, mercaptopurina, metotrexato,
tioguanina, ftorafur y similares; agentes a base de platino tales como, por ejemplo, carboplatino, cisplatino, oxalipla-
tino y similares; agentes antineoplasicos tales como, por ejemplo, vincristina, leucovorina, lomustina, procarbazina y
similares; moduladores hormonales tales como, por ejemplo, tamoxifeno, finasterida, inhibidores de la 5-a-reductasa
y similares; alcaloides de la vinca tales como, por ejemplo, vinblastina, vincristina, vindesina, vinorelbina y similares.
Los agentes quimioterapicos adecuados se describen con mas detalle en la bibliografia, tal como en The Merck Index
en CD-ROM, 13? edicion.

Induccion de una respuesta inflamatoria

Alternativamente, el agente inhibidor (I) de la invencion asi como las composiciones farmacéuticas que los contie-
nen, pueden ser utilizados junto con otros farmacos adicionales ttiles en el tratamiento de infecciones fungicas, por
ejemplo, agentes antifingicos utiles en la prevencion y/o tratamiento de la candidiasis. Dichos fairmacos adicionales
pueden formar parte de la misma composicién farmacéutica A de la invencion, o, alternativamente, pueden ser pro-
porcionados en forma de una composicién separada para su administracion simultdnea o no a la de la composicién
farmacéutica A de la invencién que comprende dicho agente inhibidor (I) de la actividad de una proteina no glicosilada
de la invencion.

Ejemplos de farmacos ttiles en el tratamiento de infecciones flingicas incluyen, pero no se limitan a, (i) polienos,
tales como nistatina, natamicina, amfotericina B, etc., (ii) azoles, tales como imidazoles (miconazol, clotrimazol), tria-
zoles (fluconazol, itraconazol, ketoconazol), triazoles de segunda generacién (voriconazol, ravuconazol, posaconazol),
etc., (iii) alilaminas, tales como terbinafina, naftifina, etc., (iv) lipopéptidos, tales como papulacandinas, triterpenos
glicosilados, equinocandinas (caspofiingina, anidulofungina, micafiingina), etc., y (v) pirimidinas fluoradas, como la
flucitosina, etc. Otros agentes antifiingicos incluyen, por ejemplo, yoduro de potasio, ciclopirox, tolnaftato, griseoful-
vin, etc.

La composicién farmacéutica A de la invencion se puede administrar por cualquier via de administracién apro-
piada, por ejemplo, oral, parenteral (por ejemplo, subcutdnea, intraperitoneal, intravenosa, intramuscular, etc.), rectal,
etc., tipicamente, por via oral debido al caracter crénico de la enfermedad a tratar.

Ejemplos ilustrativos de formas farmacéuticas de administracion por via oral incluyen comprimidos, cdpsulas, gra-
nulados, soluciones, suspensiones, etc., y pueden contener los excipientes convencionales, tales como aglutinantes,
diluyentes, desintegrantes, lubrificantes, humectantes, etc., y pueden ser preparadas por métodos convencionales. Las
composiciones farmacéuticas también pueden ser adaptadas para su administracién parenteral, en forma de, por ejem-
plo, soluciones, suspensiones o productos liofilizados, estériles, en la forma de dosificacion apropiada; en este caso,
dichas composiciones farmacéuticas incluirdn los excipientes adecuados, tales como tampones, tensioactivos, etc. En
cualquier caso, los excipientes se elegirdn en funcion de la forma farmacéutica de administracion seleccionada.

Una revision de las distintas formas farmacéuticas de administracion de farmacos y de su preparacion puede encon-
trarse en el libro “Tratado de Farmacia Galénica”, de C. Fauli i Trillo, 10 Edicidn, 1993, Luzan 5, S.A. de Ediciones.

Asimismo, como se ha mencionado previamente, la proteina no glicosilada de la invencion puede presentar la
capacidad de inducir una respuesta inflamatoria, por lo que, debido a su potencial proinflamatorio, dicha proteina
no glicosilada de la invencién puede actuar como antigeno, y, como tal, podria ser utilizada en la prevencién y/o el
tratamiento de una enfermedad causada por un agente infeccioso. Aunque no se desea estar vinculado por ninguna
teoria, se cree que la proteina Kre9 de C. albicans recombinante (Ejemplo 2), un ejemplo representativo de una
proteina no glicosilada de la invencidn, actiia presuntamente uniéndose al receptor de la IL-18, por lo que tiene un
elevada potencial proinflamatorio debido a su capacidad de unién y activacién de dicho receptor, actuando como si se
tratara de la propia IL-13 endégena, una de las citocinas proinflamatorias mas importantes de la respuesta inmune.

Por tanto, en otro aspecto, la invencién se relaciona con una composicion farmacéutica, en adelante “composicion
farmacéutica B de la invencion”, que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de una proteina no glicosilada
de la invencién junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable para la prevencion y/o el tratamiento de una
enfermedad causada por un agente infeccioso.

En el sentido utilizado en esta descripcion, una “enfermedad causada por un agente infeccioso” se refiere a la
manifestacion clinica consecuente a una infeccién provocada por microorganismos, e.g., bacterias, hongos, virus,
protozoos, etc., o por priones. En una realizacién particular, dicho agente infeccioso es un agente infeccioso que
expresa la proteina Kre9 de C. albicans o una proteina similar a dicha proteina Kre9 de C. albicans que pueda influir en
la respuesta inflamatoria, por ejemplo, una especie del género Candida, un hongo relacionado que pueda diseminarse
por la sangre, etc. Asimismo, en otra realizacion particular, dicho agente infeccioso es un microorganismo que puede
diseminarse por el torrente circulatorio y adherirse a érganos que activan una respuesta inflamatoria e inmune. En una
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realizacién concreta, dicha enfermedad causada por un agente infeccioso es una candidiasis o grupo de infecciones
causada por un hongo oportunista que puede tener expresion cutdnea, gastrointestinal, sistema respiratorio y genitales
del género Candida, de los cuales C. albicans es el mas frecuente. Estos hongos estdn siempre presentes en la piel
y en la mucosa del tracto digestivo, genitourinario y respiratorio de la mayoria de las personas, pero se encuentran
controlados por otros microorganismos no patégenos. Cuando se produce un desequilibrio, el aumento desmedido de
la poblacidn de hongos produce esta u otras micosis.

Los términos “tratar” o “tratamiento”, “cantidad terapéuticamente eficaz”, “proteina no glicosilada de la inven-
cién” y “vehiculo farmacéuticamente aceptable” ya han sido definidos previamente en esta descripcién y son apli-
cables a la composiciéon farmacéutica B de la invencion, al igual que todo lo relativo a la forma de administracién
de la composicién farmacéutica A de la invencién. En este sentido, la composicion farmacéutica B de la invencién
se puede administrar por cualquier via de administracion apropiada, por ejemplo, oral, parenteral (por ejemplo, sub-
cutdnea, intraperitoneal, intravenosa, intramuscular, etc.), rectal, etc. Ejemplos ilustrativos de formas farmacéuticas
de administracidn por via oral incluyen comprimidos, cdpsulas, granulados, soluciones, suspensiones, etc., contienen
los excipientes convencionales, tales como aglutinantes, diluyentes, desintegrantes, lubrificantes, humectantes, etc., y
pueden ser preparadas por métodos convencionales. Las composiciones farmacéuticas también pueden ser adaptadas
para su administracién parenteral, en forma de, por ejemplo, soluciones, suspensiones o productos liofilizados, estéri-
les, en la forma de dosificacién apropiada; en este caso, dichas composiciones farmacéuticas incluirdn los excipientes
adecuados, tales como tampones, tensioactivos, etc. En cualquier caso, los excipientes se elegirdn en funcién de la for-
ma farmacéutica de administracion seleccionada. Una revision de las distintas formas farmacéuticas de administracién
de farmacos y de su preparacién puede encontrarse en el libro “Tratado de Farmacia Galénica”, de C. Fauli i Trillo,
10 Edicién, 1993, Luzan 5, S.A. de Ediciones.

En una realizacion particular, dicha proteina no glicosilada de la invencidn presente en la composicién farmacéuti-
ca B de la invencioén es una proteina no glicosilada que comprende, o estd constituida por, la secuencia de aminodcidos
mostrada en la SEQ ID NO: 1, o por la proteina Kre9, no glicosilada, de Candida spp., e.g., la proteina Kre9 no glico-
silada de C. albicans, tal como la proteina Kre9, no glicosilada, de C. albicans que tiene la secuencia de aminodcidos
mostrada en la SEQ ID NO: 2 de la patente norteamericana US 6.582.911 B. En otra realizacién particular, dicha
proteina no glicosilada de la invencién es unal variante o un fragmento funcionalmente equivalente de las proteinas
no glicosiladas previamente mencionadas.

La proteina no glicosilada de la invencién asi como las composiciones farmacéuticas que las contienen, pueden
ser utilizadas junto con otros farmacos adicionales ttiles en el tratamiento de enfermedades causadas por uno o mis
agentes infecciosos. Dichos fairmacos adicionales pueden formar parte de la misma composicion farmacéutica B de
la invencion, o, alternativamente, pueden ser proporcionados en forma de una composicién farmacéutica separada
para su administracion simultdnea o no a la de la composicidon farmacéutica B de la invencion que comprende dicha
proteina no glicosilada de la invencidn.

Ejemplos de otros fadrmacos adicionales ttiles en el tratamiento de enfermedades causadas por agentes infecciosos
incluyen agentes antimicrobianos, agentes antibacterianos, agentes antivirales, agentes antiparasitarios, agentes anti-
flingicos, antibidticos, etc. A modo ilustrativo, no limitativo, ejemplos de farmacos adicionales ttiles en el tratamiento
de infecciones flingicas incluyen, pero no se limitan a, (i) polienos, tales como nistatina, natamicina, amfotericina
B, etc., (ii) azoles, tales como imidazoles (miconazol, clotrimazol), triazoles (fluconazol, itraconazol, ketoconazol),
triazoles de segunda generacion (voriconazol, ravuconazol, posaconazol), etc., (iii) alilaminas, tales como terbinafina,
naftifina, etc., (iv) lipopéptidos, tales como papulacandinas, triterpenos glicosilados, equinocandinas (caspofungina,
anidulofungina, micafungina), etc., y (v) pirimidinas fluoradas, como la flucitosina, etc. Otros agentes antiftingicos
incluyen, por ejemplo, yoduro de potasio, ciclopirox, tolnaftato, griseofulvin, etc.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con una proteina no glicosilada de la invencion para la prevencion y/o el
tratamiento de una enfermedad causada por un agente infeccioso; es decir, en otro aspecto, la invencion se relaciona
con el empleo de una proteina no glicosilada de la invencion en la elaboracion de una composicion farmacéutica
para la prevencion y/o el tratamiento de una enfermedad causada por un agente infeccioso. En una realizacién par-
ticular, dicha enfermedad causada por un agente infeccioso es una enfermedad causada por microorganismos, e.g.,
bacterias, hongos, virus, protozoos, etc., o por priones. En una realizacién particular, dicho agente infeccioso es un
agente infeccioso que expresa la proteina Kre9 de C. albicans o una proteina similar a dicha proteina Kre9 de C.
albicans que pueda influir en la respuesta inflamatoria, por ejemplo, una especie del género Candida, un hongo rela-
cionado que pueda diseminarse por la sangre, etc. Asimismo, en otra realizacién particular, dicho agente infeccioso
es un microorganismo que puede diseminarse por el torrente circulatorio y adherirse a 6rganos que activan una res-
puesta inflamatoria e inmune. En una realizacién concreta, dicha enfermedad causada por un agente infeccioso es una
candidiasis.

En una realizacién particular, dicha proteina no glicosilada de la invencidn presente en la composicion farmacéuti-
ca B de la invencién es una proteina no glicosilada que comprende, o estd constituida por, la secuencia de aminoacidos
mostrada en la SEQ ID NO: 1, o por la proteina Kre9, no glicosilada, de Candida spp., e.g., 1a proteina Kre9 no glico-
silada de C. albicans, tal como la proteina Kre9, no glicosilada, de C. albicans que tiene la secuencia de aminodcidos
mostrada en la SEQ ID NO: 2 de la patente norteamericana US 6.582.911 B1. En otra realizacién particular, dicha
proteina no glicosilada de la invencién es una variante o un fragmento funcionalmente equivalente de las proteinas no
glicosiladas previamente mencionadas.
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En otro aspecto, la invencion se relaciona con un método para la prevencion y/o el tratamiento de una enfermedad
causada por un agente infeccioso, que comprende la administracion a un sujeto en necesidad de tratamiento de una
proteina no glicosilada de la invencidn, en una cantidad terapéuticamente eficaz.

En otro aspecto, la invencidn se relaciona con el uso de un kit que comprende:

un agente inhibidor (I) de la invencion (por ejemplo, un compuesto con capacidad de unién a una proteina no
glicosilada de la invencién y bloquear la unién de dicha proteina a su receptor o receptores presentes en células
endoteliales), para la prevencién y/o tratamiento de una enfermedad asociada a una adhesién celular inde-
seada,

0, alternativamente,

una proteina no glicosilada de la invencion para la prevencion y/o tratamiento de una enfermedad causada por
un agente infeccioso.

En la presente invencion, un “kit” se entiende como un producto que contiene los diferentes productos (e.g., agente
inhibidor (I) de la invencién o proteina no glicosilada de la invencién) formando la composicién empaquetada de
modo que permita su transporte, almacenamiento y su administracién simultanea o secuencial. Los kits de la invencién
pueden contener de este modo una o més suspensiones, comprimidos, cdpsulas, inhaladores, jeringuillas, parches y
similares, que contienen dichos productos y que se pueden preparar en una dosis individual o como dosis multiples.
El kit puede contener adicionalmente un soporte adecuado para resuspender las composiciones de la invencion tal
como un medio acuoso, tal como solucién salina, solucién de Ringer, solucién lactato de Ringer, dextrosa y cloruro
de sodio, medios solubles en agua, tal como alcohol, polietilenglicol, propilenglicol y soportes insolubles en agua tal
como aceite de maiz, aceite de semilla se algoddn, aceite de cacahuete, aceite de sésamo, oleato de etilo, miristato de
isopropilo y benzoato de bencilo. Otros componentes que pueden estar presentes en el kit es un envase que permite
mantener las formulaciones de la invencién dentro de determinados limites. Los materiales adecuados para preparar
tales envases incluyen vidrio, pldstico, polietileno, polipropileno, policarbonato y similares, botellas, viales, papel,
bolsitas y similares.

El kit de la invencién puede contener adicionalmente instrucciones para la administracion simultdnea, secuencial
o separada de las diferentes formulaciones farmacéuticas presentes en el kit. Por lo tanto, en una forma de realizacién
particular, el kit de la invencién comprende ademds instrucciones para la administracién simultdnea, secuencial o
separada de los diferentes componentes. Dichas instrucciones se pueden encontrar en forma de material impreso o en
forma de soporte electrénico que puede almacenar las instrucciones tal que puedan ser leidas por un sujeto, tal como
medios de almacenamiento electrénico (discos magnéticos, cintas y similares), medios opticos (CD-ROM, DVD) y
similares. Los medios pueden adicional o alternativamente contener sitios Web en Internet proporcionando dichas
instrucciones.

Todas las realizaciones particulares que definen este aspecto inventivo han sido citadas, descritas y explicadas en
aspectos inventivos anteriores, por lo que no resulta necesario repetirlas.

II. Aplicaciones de la proteina glicosilada de la invencion

La invencién también se relaciona con las aplicaciones de una proteina glicosilada que comprende la secuencia de
aminodcidos mostrada en la SEQ ID NO: 1, o una variante o fragmento funcionalmente equivalente de la misma, con
capacidad para aumentar la adhesion de células tumorales al endotelio.

Por razones de simplicidad, bajo la denominacién “proteina glicosilada de la invencion” se incluye dicha proteina
glicosilada que comprende la secuencia de aminoécidos identificada como SEQ ID NO: 1, asi como las variantes y
fragmentos funcionalmente equivalentes de la misma con capacidad para aumentar la adhesion de células tumorales
al endotelio.

En una realizacién particular, la proteina glicosilada de la invencién comprende, o estd constituida por, la secuencia
de aminoécidos mostrada en la SEQ ID NO: 1, la cual contiene una zona central rica en residuos de serina y treonina
caracteristicos de una potencial O-glicosilacion; dicha proteina presenta, al menos, la capacidad de aumentar la adhe-
sién de células tumorales al endotelio, capacidad que puede ser determinada poniendo en contacto células tumorales
con células endoteliales estimuladas con dicha proteina glicosilada de la invencidn.

En el sentido utilizado en esta descripcién “proteina glicosilada de la invencién” hace referencia a que dicha
proteina que comprende, o estd constituida por, la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 1, contiene
al menos un resto de un azidcar en alguno de los sitios potenciales de glicosilacion, por ejemplo, en alguno de los
residuos de serina y treonina caracteristicos de una potencial O-glicosilacién presentes en dicha proteina.

En una realizacién particular, la proteina glicosilada de la invencién es la proteina Kre9, glicosilada, de una especie
del género Candida (Candida spp.), por ejemplo, la proteina Kre9 no glicosilada de C. albicans. En una realizacién
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concreta, la proteina glicosilada de la invencion es la proteina Kre9 nativa (glicosilada) de C. albicans que tiene
la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEQ ID NO: 1 [Accesion: XM_717838; Version: XM_717838.1, GI:
68465725; organismo C. albicans SC5314]. En otra realizacién concreta, la proteina glicosilada de la invencién es
la proteina Kre9, glicosilada, de C. albicans que tiene la secuencia de aminodcidos descrita en US 6.582.911 B1 (en
concreto en la SEQ ID NO: 2 incluida en dicha patente norteamericana).

Diversos ensayos realizados por los inventores han puesto de manifiesto que no solo la proteina Kre9 de C. albicans
(CaKre9) recombinante expresada en E. coli y, por tanto, no glicosilada, es capaz de aumentar significativamente la
adhesion de células tumorales (células de melanoma MB16) al endotelio sinusoidal hepatico (ESH), sino también la
proteina Kre9 nativa de C. albicans.

En otra realizacién particular, la proteina glicosilada de la invencién comprende, o estd constituida por, una varian-
te, glicosilada (es decir, contiene, al menos un resto de un azicar en alguno de los sitios potenciales de glicosilacién),
de dicha proteina que tiene la secuencia de aminoédcidos mostrada en la SEQ ID NO: 1, y que presenta, al menos,
la capacidad de aumentar la adhesién de células tumorales al endotelio. En el sentido utilizado en esta descripcion,
el término “variante” se refiere a un péptido (o proteina) sustancialmente homélogo y funcionalmente equivalente a
dicha proteina que comprende la secuencia de amino4cidos identificada como SEQ ID NO: 1. Las expresiones “sus-
tancialmente homologo” y “funcionalmente equivalente”, aplicados a proteinas y péptidos, ya han sido previamente
definidos. La capacidad de aumentar la adhesion de células tumorales al endotelio se puede determinar mediante
cualquier ensayo apropiado conocido por los expertos en la materia; por ejemplo, poniendo en contacto células tu-
morales con células endoteliales estimuladas con dicha proteina glicosilada de la invencién; para ello, dicha proteina
glicosilada de la invencion se une al receptor apropiado y lo activa estimulando la adhesién tumoral al endotelio. En
una realizacion particular, la capacidad de aumentar la adhesién de células tumorales al endotelio puede determinarse
mediante un ensayo como el descrito en el Ejemplo 2 con las debidas modificaciones.

En una realizacion concreta, dicha variante es una forma mutante de la proteina que comprende la secuencia de
aminodcidos mostrada en la SEQ ID NO: 1, glicosilada, que mantiene la capacidad de aumentar la adhesion de células
tumorales al endotelio. Dicha forma mutante puede presentar inserciones, deleciones o modificaciones de uno o mas
aminodcidos respecto a la proteina que comprende la SEQ ID NO: 1, con la condicién de que contenga al menos un
resto de un resto de un azicar en alguno de los sitios potenciales de glicosilacién y conserve la capacidad de aumentar
la adhesidn de células tumorales al endotelio.

Asimismo, en el sentido utilizado en esta descripcién, el término “fragmento” se refiere a un péptido que compren-
de una porcién de dicha proteina que comprende la secuencia de aminodcidos SEQ ID NO: 1, es decir, una secuencia
de aminoécidos contiguos comprendida dentro de dicha SEQ ID NO: 1, que contiene, al menos un resto de un aztcar
en alguno de los sitios potenciales de glicosilacion; para su empleo en este aspecto inventivo de que esté glicosilado
(es decir, que contenga al menos un resto de un azicar en alguno de los sitios potenciales de glicosilacién) y sea
funcionalmente equivalente, es decir, que mantenga la capacidad de aumentar la adhesion de células tumorales al
endotelio.

La proteina glicosilada de la invencion, al igual que la proteina no glicosilada de la invencion, presenta, al menos, la
capacidad de aumentar la adhesion de células tumorales al endotelio, capacidad que puede ser determinada poniendo
en contacto células tumorales con células endoteliales estimuladas con dicha proteina glicosilada de la invencién
mediante la unién o interaccién de dicha proteina glicosilada de la invencién con el receptor apropiado, cuya activacién
parece estimular la adhesion tumoral al endotelio. Ademads, la proteina glicosilada de la invencién puede presentar la
capacidad de unirse a un receptor apropiado, tal como un receptor de una citocina (mimetizando de ese modo a la
citocina correspondiente) o un receptor al que se une o con el que interactia la proteina Kre9 de C. albicans; algunos
de dichos receptores pueden estimular la adhesion celular al endotelio. En una realizacién particular, el receptor al
que se une la proteina glicosilada de la invencion es un receptor de una citocina, tal como el receptor de la IL-18,
por lo que dicha proteina glicosilada de la invencién puede actuar mimetizando dicha citocina (IL-13). Por tanto, la
proteina glicosilada de la invencién puede ser utilizada en la identificaciéon de compuestos potencialmente ttiles en la
prevencion y/o el tratamiento de enfermedades asociadas con una adhesion celular indeseada. Asimismo, la proteina
glicosilada de la invencién puede presentar la capacidad de inducir una respuesta inflamatoria, y, por tanto, debido a
su potencial proinflamatorio, actuar como antigeno, por lo que podria ser utilizada en la prevencién y/o el tratamiento
de una enfermedad causada por un agente infeccioso.

La proteina glicosilada de la invencion, si se desea, puede formar parte de una proteina de fusién. En este sentido,
a modo ilustrativo, no limitativo, dicha proteina de fusién puede contener una regién A constituida por un primer
péptido que comprende la proteina glicosilada de la invencién unida a una regién B que comprende un segundo
péptido. Dicho segundo péptido puede ser cualquier péptido apropiado, por ejemplo, un péptido itil para identificar la
proteina recombinante y/o para purificar la proteina recombinante. Dicha region B puede estar unida a la regién amino-
terminal de dicha region A, o bien, alternativamente, dicha regién B puede estar unida a la regién carboxilo-terminal
de dicharegion A. Ambas regiones A y B pueden estar unidas directamente o a través de un péptido espaciador (linker)
entre dichas regiones A y B. La proteina de fusién puede obtenerse por métodos convencionales conocidos por los
expertos en la materia, por ejemplo, mediante la expresién génica de la secuencia de nucleétidos que codifica para
dicha proteina de fusién en células hospedadoras eucariéticas apropiadas.
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La proteina glicosilada de la invencién se puede obtener a partir de un organismo productor de dicha proteina
glicosilada, mediante un procedimiento que comprende cultivar dicho organismo bajo condiciones apropiadas para
la expresion de dicha proteina y recuperarla. En una realizacién particular de esta invencidn, el organismo productor
de la proteina glicosilada de la invencién es un hongo o una levadura, o, alternativamente, una célula eucariota que
comprende un polinucleétido que codifica la proteina glicosilada de la invencidn; en una realizacién particular, dicho
organismo es una especie del género Candida, e.g., C. albicans.

A partir de la informacién proporcionada por la proteina glicosilada de la invencidn, se puede identificar y aislar la
secuencia de 4cido nucleico que codifica para dicha proteina mediante el empleo de técnicas convencionales conocidas
por los expertos en la materia, por ejemplo, mediante la creacién de genotecas de DNA genémico (DNAg) o de DNA
copia (cDNA) de organismos productores de dicha proteina; el disefio de oligonucleétidos adecuados para amplificar,
mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), una regién del clon genémico de los organismos productores
de dicha proteina que sirva para obtener sondas destinadas a escrutar dichas genotecas; y el andlisis y seleccion de los
clones positivos. En una realizacién particular, se ha disefiado una pareja de oligonucleétidos iniciadores constituida
por los oligonucledtidos cuyas secuencias se muestran en SEQ ID NO. 3 y SEQ ID NO: 4, para amplificar el gen que
codifica para la proteina Kre9 de C. albicans. Dichos oligonucleétidos iniciadores constituyen un aspecto adicional de
esta invencion.

En una realizacién particular, el polinucleétido que codifica para la proteina glicosilada de la invencién compren-
de, o estd constituido por, la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO: 2. En una realizacién concreta, el
polinucledtido que codifica para la proteina Kre9 nativa (glicosilada), de C. albicans que tiene la secuencia de ami-
noécidos mostrada en la SEQ ID NO: 2 [Accesion: XMJ717838; Version: XM_717838.1, GI: 68465725; organismo
C. albicans SC5314]. En otra realizacion concreta, el polinucleétido que codifica para la proteina Kre9, glicosilada, de
C. albicans tiene la secuencia de nucledtidos descrita en US 6.582.911 B1 (en concreto en la SEQ ID NO: 1 incluida
en dicha patente norteamericana).

Alternativamente, el polinucleétido que codifica para la proteina glicosilada de la invencién puede presentar varia-
ciones en su secuencia respecto a la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 2, por ejemplo, sustituciones,
inserciones y/o deleciones de uno o mdas nucleétidos, con la condicién de que el polinucleétido resultante codifica para
una proteina no glicosilada de la invencién. Por tanto, dentro del 4mbito de la presente invencién se encuentran poli-
nucledtidos sustancialmente homdlogos al polinucleétido cuya secuencia de nucleétidos se muestra en la SEQ ID NO:
2 y codifica para una proteina no glicosilada de la invencion.

Dicho polinucleétido que codifica para la proteina glicosilada de la invencién puede estar contenido en una cons-
truccién génica que comprende dicho polinucleétido, la cual puede incorporar, operativamente unida, una secuencia
reguladora de la expresion de dicho polinucleétido que codifica para la proteina glicosilada de la invencion, constitu-
yendo de este modo un cassette de expresion. Asimismo, dicha construccién génica puede ser insertada en un vector
apropiado. La eleccion del vector dependera del organismo hospedador en el que se va a introducir posteriormen-
te dicho vector. En una realizacién particular, el vector es un pldsmido ttil para transformar células u organismos
eucariotas, e.g., S. cerevisiae. Dicho vector puede ser utilizado para transformar organismos susceptibles de ser trans-
formados por dicho vector. Dichos organismos, dado que la proteina a expresar (proteina glicosilada de la invencion)
debe estar glicosilada, son organismos eucariotas, por ejemplo, levaduras, tales como S. cerevisiae (US 6.582.911),
etc.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un procedimiento para la obtencion de una proteina glicosilada de la
invencion, que comprende cultivar un organismo eucariota que contiene la secuencia que codifica para la proteina gli-
cosilada de la invencion bajo condiciones que permiten la produccién de dicha proteina y, si se desea, recuperar dicha
proteina glicosilada de la invencién del medio de cultivo. Las condiciones para optimizar el cultivo de dicho organis-
mo eucariota de la invencién dependera del organismo eucariota utilizado; dichas condiciones son conocidas por los
expertos en la materia. El procedimiento para producir la proteina glicosilada de la invencion incluye, opcionalmente,
el aislamiento y purificacién de dicha proteina glicosilada de la invencién.

Como se ha mencionado previamente, la proteina glicosilada de la invencidn tiene la capacidad de aumentar la
adhesion de células tumorales al endotelio y la capacidad de unirse a un receptor apropiado, tal como un receptor de una
citocina (mimetizando de ese modo a la citocina correspondiente) o un receptor al que se une o con el que interactda
la proteina Kre9 de C. albicans, por ejemplo, receptores que pueden estimular la adhesion celular al endotelio, tal
como, el receptor de la IL-13, por lo que dicha proteina no glicosilada de la invencién puede actuar mimetizando
dicha citocina (IL-15). Por tanto, la proteina glicosilada de la invencién puede ser utilizada en la identificacién e
compuestos potencialmente ttiles en la prevencién y/o el tratamiento de una enfermedad asociada con una adhesién
celular indeseada.

El término “enfermedad asociada a una adhesién celular indeseada” ya ha sido definido previamente e incluye

cancer, metastasis, restenosis, enfermedades que provocan una respuesta inmune celular y enfermedades inflama-
torias.
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Identificacion de compuestos potencialmente terapéuticos

Por tanto, en otro aspecto, la invencién se relaciona con un método in vitro para identificar un compuesto poten-
cialmente util para la prevencién y/o el tratamiento de una enfermedad asociada a una adhesién celular indeseada, en
adelante método de identificacion (II) de compuestos potencialmente terapéuticos de la invencion, que comprende:

a) poner en contacto una célula que expresa un receptor al que se une, o con el que interactia, una proteina
glicosilada de la invencién con una proteina glicosilada de la invencién y con el compuesto candidato, y

b) identificar aquellos compuestos que inhiben la unién de dicha proteina glicosilada de la invencién a dicho
receptor.

En una realizacién particular, el método de identificacién de compuestos potencialmente terapéuticos de la inven-
cidén es particularmente util y resulta adecuado para identificar y seleccionar compuestos potencialmente ttiles para
la prevencidn y/o el tratamiento de procesos tumorales, procesos metastaticos, restenosis, enfermedades que provocan
una respuesta inmune celular y/o enfermedades inflamatorias.

Aunque précticamente cualquier célula que expresa un receptor al que se une, o con el que interactda, una proteina
glicosilada de la invencion puede ser utilizada en la puesta en practica de dicho método, en una realizacion particular,
dicha célula que expresa un receptor al que se une, o con el que interactiia, una proteina glicosilada de la invencién
es una célula que expresa un receptor de una citocina, e.g., un receptor de la IL-183, o un receptor de cualquier otra
citocina, o, en general, una célula que expresa un receptor al que se une la proteina Kre9 de C. albicans; asi, en
una realizacion particular, dicha célula que expresa un receptor al que se une, o con el que interactia, una proteina
glicosilada de la invencién es una célula del endotelio apropiada, por ejemplo, una célula del endotelio sinusoidal
hepético (ESH).

Tratamiento y/o prevencion de enfermedades asociadas a una adhesion celular indeseada

Los compuestos identificados segtin el método de identificacion de compuestos potencialmente terapéuticos de
la invencién pueden ser utilizados en la prevencién y/o el tratamiento de una enfermedad asociada a una adhesién
celular indeseada. Por tanto, en otro aspecto, la invencién se relaciona con un agente inhibidor de la actividad de la
proteina glicosilada de la invencion para la prevencion y/o el tratamiento de una enfermedad asociada a una adhesion
celular indeseada, tal como un proceso tumoral, un proceso metastatico, restenosis, una enfermedad que provoca una
respuesta inmune celular y/o una enfermedad inflamatoria. Es decir, en otras palabras, en otro aspecto, la invencién
se relaciona con el empleo de un agente inhibidor de la actividad de la proteina glicosilada de la invencion en la
elaboracion de una composicion farmacéutica para la prevencion y/o el tratamiento de una enfermedad asociada a
una adhesion celular indeseada, tal como un proceso tumoral, un proceso metastatico, restenosis, una enfermedad que
provoca una respuesta inmune celular y/o una enfermedad inflamatoria.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con un método para la prevencion y/o el tratamiento (I1) de una enfer-
medad asociada a una adhesion celular indeseada, tal como un proceso tumoral, un proceso metastatico, restenosis,
una enfermedad que provoca una respuesta inmune celular y/o una enfermedad inflamatoria, que comprende la admi-
nistracién a un sujeto en necesidad de tratamiento de un agente inhibidor de la actividad de una proteina glicosilada
de la invencidn (en ocasiones referido como “agente inhibidor (II) de la invencidn”), en una cantidad terapéuticamente
eficaz.

En el contexto de la presente invencion, el término “proteina glicosilada de la invencién” ya ha sido definido
previamente. En una realizacién particular de la invencidn, la proteina glicosilada de la invencién comprende, o esta
constituida por, la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 1, o por la proteina Kre9 nativa (glicosilada),
de Candida spp., e.g., la proteina Kre9 glicosilada de C. albicans, tal como la proteina Kre9, glicosilada, de C. albicans
que tiene la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEQ ID NO: 2 de la patente norteamericana US 6.582.911 B1.
En otra realizacién particular de la invencion, la proteina glicosilada de la invencién es una variante o un fragmento
funcionalmente equivalente de las proteinas no glicosiladas previamente mencionadas.

En el contexto de la presente invencion se entiende por “agente inhibidor (1) de la invencion”, cualquier sustancia
0 compuesto que sea capaz de impedir o bloquear que la proteina glicosilada de la invencién realice su funcién (acti-
vidad), es decir, impedir que dicha proteina glicosilada de la invencién pueda activar/estimular la adhesién de células
tumorales al endotelio. Dicho agente inhibidor (I) de la invencién puede ser igual o diferente a dicho agente inhibidor
(D de la invencién. Aunque no se desea estar vinculado por ninguna teoria se cree que dicha actividad estimuladora
de la adhesion tumoral al endotelio puede ser realizada mediante la activacién de los receptores adecuados (e.g., el
receptor de la IL-1p, etc.) por parte de la proteina glicosilada de la invencidn, por lo que la unién de un compuesto
a dicha proteina glicosilada de la invencién puede dar como resultado que la proteina glicosilada de la invencién no
se pueda unir a su receptor o receptores. Ensayos para determinar si un compuesto es un agente inhibidor de una
proteina glicosilada de la invencion pueden ser disefiados por los expertos en la materia a la vista de la informacion
proporcionada por esta invencidn, por ejemplo, a partir de la informacién contenida en el Ejemplo 2.
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A modo ilustrativo, no limitativo, agentes inhibidores de la actividad de la proteina no glicosilada de la invencién
para su uso en la presente invencién incluyen, por ejemplo, péptidos inhibidores de dicha proteina glicosilada de la
invencidn, anticuerpos dirigidos especificamente contra epitopos de dicha proteina glicosilada de la invencién esen-
ciales para desempefiar su funcion, etc. Por tanto, en una realizacién particular de la invencién, dicho agente inhibidor
de la invencion se selecciona del grupo formado por péptidos inhibidores y anticuerpos.

El término “péptido inhibidor”, tal como se utiliza en este aspecto inventivo, hace referencia a un péptido capaz
de unirse a una proteina glicosilada de la invencién e inhibir su actividad tal como se ha explicado anteriormente, es
decir, impedir que la proteina glicosilada de la invencién pueda inducir o estimular la adhesién de células tumorales al
endotelio.

Por “anticuerpo inhibidor” se entiende en el contexto de este aspecto inventivo de la presente invencién todo
aquel anticuerpo que es capaz de unirse a una proteina glicosilada de la invencién, impidiendo que dicha proteina
glicosilada de la invencién pueda inducir o estimular la adhesién de células tumorales al endotelio. Dichos anticuerpos
pueden ser preparados usando cualquiera de los métodos que son conocidos para el experto en la materia y se han
mencionado previamente pero utilizando en este caso una proteina glicosilada de la invencién en lugar de una proteina
no glicosilada de la invencion.

En una realizacion particular, dicho anticuerpo inhibidor es un anticuerpo que reconoce especificamente una pro-
tefna glicosilada de la invencidn, tal como una proteina glicosilada que comprende, o estd constituida por, la secuencia
de aminodcidos mostrada en la SEQ ID NO: 1, o por la proteina Kre9, glicosilada, de Candida spp., e.g., la proteina
Kre9 glicosilada de C. albicans, tal como la proteina Kre9, glicosilada, de C. albicans que tiene la secuencia de ami-
nodcidos mostrada en la SEQ ID NO: 2 de la patente norteamericana US 6.582.911 B1. En otra realizacién particular,
dicho anticuerpo inhibidor es un anticuerpo que reconoce especificamente una variante o un fragmento funcionalmen-
te equivalente de las proteinas glicosiladas previamente mencionadas. En una realizacién particular, dicho anticuerpo
inhibidor es un anticuerpo que reconoce la IL-1, e.g., un anticuerpo anti-IL-18 de mamifero.

Tal como se ha expresado al comienzo de la descripcion, ahora se ha descubierto una nueva ventana terapéu-
tica en el tratamiento de enfermedades asociadas a una adhesién celular indeseada, tales como procesos tumorales
(céncer), procesos metastdticos (metdstasis), restenosis, enfermedades que provocan una respuesta inmune celular y/o
enfermedades inflamatorias.

Por tanto, en otro aspecto, la invencion se relaciona con una composicion farmacéutica, en adelante “composicion
Jarmacéutica C de la invencion”, que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente inhibidor (II) de
la invencion junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable para el tratamiento de enfermedades asociadas a una
adhesion celular indeseada. Ejemplos de enfermedades asociadas a una adhesion celular indeseada incluyen procesos
tumorales (cancer), procesos metastaticos (metdstasis), restenosis, enfermedades que provocan una respuesta inmune
celular y/o enfermedades inflamatorias y han sido citadas previamente en la presente memoria.

Los términos “cantidad terapéuticamente eficaz”, “tratamiento” o “tratar”, “transportador, adyuvante y/o vehiculo”
y “farmacéuticamente aceptable” ya han sido definidos previamente en esta descripcion.

El agente inhibidor (II) de la invencién asi como las composiciones farmacéuticas que los contienen, pueden ser
utilizados junto con otros fairmacos adicionales ttiles en el tratamiento de enfermedades asociadas a una proliferacién
y/o adhesién celular indeseada. Dichos farmacos adicionales pueden formar parte de la misma composicién farma-
céutica C de la invencion, o, alternativamente, pueden ser proporcionados en forma de una composicién farmacéutica
separada para su administracién simultdnea o no a la de la composicién farmacéutica C de la invencién que com-
prende dicho agente inhibidor (II) de la actividad de una proteina glicosilada de la invencién. Ejemplos de dichos
farmacos adicionales ttiles en el tratamiento de enfermedades asociadas a una proliferacion celular indeseada ya han
sido mencionados previamente.

Induccion de una respuesta inflamatoria

Alternativamente, el agente inhibidor (II) de la invencién asi como las composiciones farmacéuticas que los con-
tienen, pueden ser utilizados junto con otros farmacos adicionales ttiles en el tratamiento de infecciones fiingicas, por
ejemplo, agentes antifiingicos utiles en la prevencion y/o tratamiento de la candidiasis. Dichos farmacos adicionales
pueden formar parte de la misma composiciéon farmacéutica C de la invencidn, o, alternativamente, pueden ser pro-
porcionados en forma de una composicién separada para su administracién simultdnea o no a la de la composicién
farmacéutica A de la invencidon que comprende dicho agente inhibidor de la actividad de una proteina glicosilada de
la invencion. Ejemplos de farmacos utiles en el tratamiento de infecciones fingicas ya han sido mencionados previa-
mente.

La composicién farmacéutica C de la invencién se puede administrar por cualquier via de administracién apro-

piada, por ejemplo, oral, parenteral (por ejemplo, subcutdnea, intraperitoneal, intravenosa, intramuscular, etc.), rectal,
etc.
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Ejemplos ilustrativos de las distintas formas farmacéuticas de administracién y de su preparacion se han descrito
previamente en esta descripcion.

Asimismo, como se ha mencionado previamente, la proteina glicosilada de la invencién puede presentar la capaci-
dad de inducir una respuesta inflamatoria, por lo que, debido a su potencial proinflamatorio, dicha proteina glicosilada
de la invencién puede actuar como antigeno, y, como tal, podria ser utilizada en la prevencién y/o el tratamiento de
una enfermedad causada por un agente infeccioso. Aunque no se desea estar vinculado por ninguna teoria, se cree que
la proteina Kre9 nativa de C. albicans, un ejemplo representativo de una proteina glicosilada de la invencién, actia
presuntamente uniéndose al receptor de la IL-18, por lo que tiene un elevada potencial proinflamatorio debido a su
capacidad de unién y activacién de dicho receptor, actuando como si se tratara de la propia IL-18 endégena, una de
las citocinas proinflamatorias mds importantes de la respuesta inmune.

Por tanto, en otro aspecto, la invencién se relaciona con una composicion farmacéutica, en adelante “composicion
Sfarmacéutica D de la invencion”, que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de una proteina glicosilada de la
invencion junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable para la prevencion y/o el tratamiento de una enfermedad

causada por un agente infeccioso.

El término “enfermedad causada por un agente infeccioso” ya ha sido definido previamente en esta descripcién y se
refiere a la manifestacion clinica consecuente a una infeccién provocada por microorganismos, e.g., bacterias, hongos,
virus, protozoos, etc., o por priones. En una realizacién particular, dicho agente infeccioso es un agente infeccioso que
expresa la proteina Kre9 de C. albicans o una proteina similar a dicha proteina Kre9 de C. albicans que pueda influir en
la respuesta inflamatoria, por ejemplo, una especie del género Candida, etc. Asimismo, en otra realizacion particular,
dicho agente infeccioso es un microorganismo que puede diseminarse por el torrente circulatorio y adherirse a érganos
que activan una respuesta inflamatoria e inmune. En una realizacién concreta, dicha enfermedad causada por un agente
infeccioso es una candidiasis.

En una realizacién particular, dicha proteina no glicosilada de la invencién presente en la composicién farmacéutica
D de la invencién es una proteina glicosilada que comprende, o estd constituida por, la secuencia de aminoacidos
mostrada en la SEQ ID NO: 1, o por la proteina Kre9 nativa (glicosilada) de Candida spp., e.g., la proteina Kre9
glicosilada de C. albicans, tal como la proteina Kre9 glicosilada, de C. albicans que tiene la secuencia de aminodcidos
mostrada en la SEQ ID NO: 2 de la patente norteamericana US 6.582.911 B1. En otra realizacién particular, dicha
proteina no glicosilada de la invencién es una variante o un fragmento funcionalmente equivalente de las proteinas
glicosiladas previamente mencionadas.

La proteina glicosilada de la invencién asi como las composiciones farmacéuticas que las contienen, pueden ser
utilizadas junto con otros firmacos adicionales utiles en el tratamiento de enfermedades causadas por uno o mas
agentes infecciosos. Dichos farmacos adicionales pueden formar parte de la misma composicién farmacéutica D de
la invencion, o, alternativamente, pueden ser proporcionados en forma de una composicién farmacéutica separada
para su administracién simultdnea o no a la de la composicién farmacéutica D de la invencidon que comprende dicha
proteina glicosilada de la invencion. Ejemplos ilustrativos de otros farmacos adicionales utiles en el tratamiento de
enfermedades causadas por agentes infecciosos ya han sido mencionados previamente en esta descripcion.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con una proteina glicosilada de la invencion para la prevencion y/o el
tratamiento de una enfermedad causada por un agente infeccioso: es decir, en otro aspecto, la invencion se relaciona
con el empleo de una proteina glicosilada de la invencion en la elaboracion de una composicion farmacéutica para
la prevencion y/o el tratamiento de una enfermedad causada por un agente infeccioso. En una realizacién particular,
dicha enfermedad causada por un agente infeccioso es una enfermedad causada por microorganismos, e.g., bacterias,
hongos, virus, protozoos, etc., o por priones. En una realizacién particular, dicho agente infeccioso es un agente in-
feccioso que expresa la proteina Kre9 de C. albicans o una proteina similar a dicha proteina Kre9 de C. albicans que
pueda influir en la respuesta inflamatoria, por ejemplo, una especie del género Candida, un hongo relacionado que
pueda diseminarse por la sangre, etc. Asimismo, en otra realizacion particular, dicho agente infeccioso es un microor-
ganismo que puede diseminarse por el torrente circulatorio y adherirse a drganos que activan una respuesta inflamatoria
e inmune. En una realizacién concreta, dicha enfermedad causada por un agente infeccioso es una candidiasis.

En una realizacién particular, dicha proteina glicosilada de la invencién presente en la composicién farmacéutica
D de la invencién es una proteina glicosilada que comprende, o estd constituida por, la secuencia de aminoacidos
mostrada en la SEQ ID NO: 1, o por la proteina Kre9, glicosilada, de Candida spp., e.g., la proteina Kre9 no glicosilada
de C. albicans, tal como la proteina Kre9, glicosilada, de C. albicans que tiene la secuencia de aminodcidos mostrada
en la SEQ ID NO: 2 de la patente norteamericana US 6.582.911 B1. En otra realizacién particular, dicha proteina no
glicosilada de la invencién es una variante o un fragmento funcionalmente equivalente de las proteinas glicosiladas
previamente mencionadas.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con un método para la prevencion y/o el tratamiento de una enfermedad

causada por un agente infeccioso, que comprende la administracién a un sujeto en necesidad de tratamiento de una
proteina glicosilada de la invencién, en una cantidad terapéuticamente eficaz.
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En otro aspecto, la invencién se relaciona con el uso de un kit que comprende:

un agente inhibidor (II) de la invencién (por ejemplo, un compuesto con capacidad de unién a una proteina
glicosilada de la invencién y bloquear la unién de dicha proteina a su receptor o receptores presentes en células
endoteliales), para la prevencion y/o tratamiento de una enfermedad asociada a una adhesién celular indeseada,

o, alternativamente,

una proteina glicosilada de la invencién para la prevencién y/o tratamiento de una enfermedad causada por un
agente infeccioso.

Dicho “kit” presenta las caracteristicas previamente mencionadas en esta descripcién en cuanto a componentes,
instrucciones para la administracién simultdnea, secuencial o separada de las diferentes formulaciones farmacéuticas
presentes en el ki, etc. Todas las realizaciones particulares que definen este aspecto inventivo han sido citadas, descritas
y explicadas en aspectos inventivos anteriores, por lo que no resulta necesario repetirlas.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencién y no deben ser considerados limitativos del alcance de la misma.

Ejemplo 1
Expresion en E. coli de la proteina Kre9 de C. albicans (CaKre9) recombinante
1. Materiales y métodos

1.1 Levaduras

Se han empleado cuatro cepas de Candida albicans, concretamente, las cepas C. albicans UPV1413 y C. albicans
UPV1360 pertenecientes a la Coleccion de Cultivos de la Universidad del Pais Vasco (UPV/EHU) que fueron aisladas
de pacientes con candidiasis sistémica, la cepa CA2, una mutante agerminativa gentilmente cedida por A Cassone
(Istituto Superiore di Sanita, Roma, Italia) y la cepa de referencia NCPF 3153 procedente de National Collection of
Pathogenic Fungi (NCPF) (Bristol, Reino Unido).

Las cepas fueron mantenidas a 4°C en tubos inclinados de medio agar glucosa Sabouraud (SDA) [1 litro de caldo
de Sabouraud (SDB) (glucosa 20 g/l y peptona 10 g/l) y 15 g/l de agar] después de una incubacién previa de 24 h a
24°C. Se realizaron resiembras mensuales en el mismo medio de mantenimiento.

1.2 Extraccion de DNA de levaduras

Las levaduras (C. albicans UPV1413) se cultivaron en 20 ml de caldo de Sabouraud (SDB) [glucosa 20 g/l y
peptona 10 g/1] durante 24 h. Las células obtenidas fueron recogidas mediante centrifugacion y se lavaron dos veces
con agua destilada estéril. Posteriormente, las levaduras se resuspendieron en 400 ul de tampén Tris 10 mM pH 8 y la
suspension celular se pasé a un tubo de microcentrifuga con 0,3 g de bolas de vidrio estériles (0,5 mm de didmetro).
Se agitaron vigorosamente los tubos durante 1 minuto en un vértex. La mezcla se incub6 durante 10 minutos en agua
hirviendo, se centrifugé a 2.500 g, se recogi6 el sobrenadante y se midi6 la concentracién de DNA.

1.3 Medida de la concentracion de DNA

La medida de la concentraciéon de DNA en una muestra producto de la extracciéon de DNA gendmico, plasmidico
o producto de PCR, se realiz6 mediante la medida de la absorbancia a 260/280 nm en un NanoPhotometer (Implen).

1.4 Clonacion de DNA en vectores plasmidicos

Las técnicas bésicas de manipulaciéon de dcidos nucleicos han sido descritas con detalle por Sambrook et al.
(Sambrook ef al. 2001, Molecular cloning: A laboratory manual).

El vector utilizado en los experimentos de clonacién y expresién de la proteina Kre9 de C. albicans (CaKre9)
recombinantes fue el vector comercial pET-Blue (Novagen). Entre las particularidades interesantes que presenta este
vector se encuentra la presencia de una secuencia que codifica en el extremo amino terminal para una cola HSV que
permite la inmunodeteccidn de la proteina recombinante, siempre y cuando el inserto se haya clonado en la pauta de
lectura correcta. Asimismo, el vector pET-Blue presenta una secuencia que codifica para una cola de 6 histidinas, lo
que permite la purificacién por columna de afinidad de la proteina recombinante, siempre que, como en el caso de la
cola HSV, el inserto haya sido clonado en la pauta de lectura correcta. Ademads, este vector tiene la caracteristica de
que su zona de clonaje multiple, donde cortan los enzimas de restriccién una tnica vez en todo el plasmido, se sitda
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dentro del gen que codifica el péptido lacZ-a [de este modo, las colonias en placas en presencia de isopropil-beta-D-
tiogalactopirandsido (IPTG) y X-gal son de color azul mientras que cuando se introduce el inserto, se trunca el péptido
lacZ-a y las colonias formadas son de color blanco].

1.5 Obtencion del inserto de DNA
La secuencia de DNA a clonar en el vector pET-Blue fue un producto de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa)
obtenido a partir de la amplificacion de la secuencia codificante del gen Kre9 de C. albicans (CaKre9) a partir del DNA

genémico una vez comprobada la ausencia de intrones. Los cebadores utilizados para la produccién de la proteina
CaKre9 recombinante fueron los siguientes:

Directo:  5’-aaccggaattcgctatcagacacatctagcaaa-3’ (SEQID NO: 3); e

Inverso:  5’-tcctctetgeagatccaaccatcttettete-3’ (SEQ ID NO: 4)

Las mezclas de reaccién utilizadas en la PCR estaban constituidas por 3,5 ul de agua, 2,5 ul de tampén NH4 10X,
1,5 ul de MgCl, 50 mM, 0,75 ul de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP y dTTP) 25 mM, 10 ul (860 ng) de DNA de levadura
(1/10), 3 + 3 pl de cebadores y 0,75 ul de Taq polimerasa (Bioline).

El protocolo seguido para la amplificacién mediante PCR del gen de C. albicans que codifica la proteina Kre9
(CaKre9) fue el siguiente:

Temperatura| Tiempo Ciclos
O (minutos)
95 5 2
95 1
48 1 40
72 1
72 10 1

Durante el disefio de los cebadores, se introdujeron en la secuencia dianas especificas para los enzimas de restric-
cién y se aiadieron algunas bases més en el extremo para facilitar la labor de los enzimas.

Para visualizar las secuencias amplificadas, las bandas de DNA se separaron mediante electroforesis en geles de
agarosa en concentracion de 1,5% y 0,5 ug/ml de bromuro de etidio, a 100 V durante aproximadamente 45 minutos en
una cdmara de electroforesis Wide Mini-Sub CIl GT (Bio-Rad). Cuando fue necesario, el DNA se recuperé desde el
gel utilizando para ello el Ultra Clean GelSpin Gel purification kit (MoBio) siguiendo las instrucciones descritas por
el fabricante.

1.6 Digestion con endonucleasas de restriccion y ligacion

Las condiciones para el uso de los enzimas de restriccién fueron las especificadas por la casa comercial suminis-
tradora (Takara). Se mezclaron en un microtubo de 500 ul las concentraciones indicadas a continuacion:

Mezcla de reaccion para el corte del plasmido pET-
Blue con los enzimas de restriccion
H,0 10 ul
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Tampén H (10X) 2ul
EcoRI 1 ul (15v)
Pstl 1 ul (15u)
Plasmido 6 ul (150 ng)

Mezcla de reaccion para el corte del gen Kre9 de
C. albicans (CaKre9) amplificado mediante PCR con
los enzimas de restriccion

H,O 40 wl (600 ng)
Tampén H (10X) 5ul
EcoRI 25 (15v)
Pstl 25ul(15v)

La incubacién se realizé a 37°C durante 1 h.

El DNA cortado, obtenido tras la digestion con los enzimas de restriccion, fue purificado antes de proceder a la liga-
cién mediante el kit Ultra Clean GelSpin Gel purification kit (MoBio), utilizando el enzima T4-DNA ligasa, siguiendo
las instrucciones descritas por el fabricante. En los experimentos de ligacion, la proporcidon molar vector:inserto utili-
zada fue de 1:3. La reaccién de ligacion se llevo a cabo a 16°C durante aproximadamente 18 h.

1.7 Transformacion de células competentes

Para los experimentos de transformacion se utilizaron las células competentes Novablue Singles (Novagen), que
aseguran una elevada eficiencia de transformacién y un elevado nimero de copias de plasmido. Los viales de células
competentes mantenidos a -80°C se descongelaron manteniéndolos en hielo aproximadamente 5 minutos, tras los cua-
les se anadieron 10 ng de mezcla de ligacién. Se incubaron los tubos durante 5 minutos mas en hielo, y a continuacién
se sometio a las células a un choque térmico de 1 minuto a 42°C y se incubaron en hielo 5 minutos mds. Seguidamente
se sembraron en placas de agar LB suplementadas con tetraciclina 12,5 pg/ml y carbenicilina 50 ug/ml, y se incubaron
toda la noche a 37°C.

1.8 Rastreo rdpido de clones positivos

Se siguid la técnica descrita por Le-Gouill & Dery [Le Gouill, C. & Déry, C.V. Nucleic Acids Research. 19
(23):6655, 1991]. Este procedimiento permitid el rastreo rapido de DNA plasmidico a partir de colonias crecidas en
placas de agar sin necesidad de extraccién previa. Con puntas estériles, se tocd la superficie de la colonia crecida para
resembrarla en otra placa de agar suplementada con el antibiético correspondiente, para asi obtener una réplica de la
colonia. El resto de la colonia se transfiri6 a un tubo con 10 ul de tamp6n de lisis [90 ul de tampdn de carga (4 g de
sacarosa, trazas de azul de bromofenol y 10 ml de agua MiliQ), 400 ul de tampdn I (100 w1 de SDS al 10%, 20 ul de
NaOH 10 N y 880 ul de agua MiliQ) y 110 ul de agua MiliQ] y se resuspendié pipeteando suavemente para evitar
producir burbujas. Se afiadieron 3 ul de tampén II [500 ul de acetato potésico, 78 ul de acido férmico al 85% y 222
(1 de agua MiliQ) y se centrifugaron los tubos durante 4 minutos a 13.000 rpm; se cargaron las muestras evitando el
precipitado en un gel de agarosa al 0,7%.

1.9 Purificacion de DNA plasmidico

Para la preparaciéon del DNA plasmidico a partir de un cultivo liquido de células transformadas se utilizé el kit
NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagel). Para comprobar la presencia del inserto en el DNA obtenido se procedié
a digerir una muestra con los enzimas de restriccion utilizados en el clonaje y tras la digestién se separé mediante
electroforesis en gel de agarosa.
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1.10 Induccion de la expresion de proteinas recombinantes

Tras comprobar la presencia del inserto de interés en el vector y su insercién en pauta de lectura correcta con las
colas His y HSV, se transformaron células Tuner (DE3)pLac (Novagen) con el pldsmido recombinante. La metodologia
seguida para la transformacién de esta cepa fue la misma que la seguida en el caso de la cepa Novablue Singles. En
este caso, las células se sembraron en placas de LB agar suplementadas con carbenicilina 50 pg/ml y cloranfenicol
34 ug/ml.

Se inocularon 5 ml de caldo LB [10 g/l de triptona, 5 g/l de extracto de levadura y 5 g/l de cloruro sédico]
suplementado con carbenicilina y cloranfenicol a partir de una colonia transformada con el plasmido recombinante.
Se utilizé como control una colonia de células transformadas con el pldsmido original. Se incubaron los tubos toda
la noche a 37°C y 120 rpm. Al dia siguiente, se tomaron 500 ul de cultivo para inocular 4,5 ml de medio fresco y se
inocularon hasta alcanzar una densidad 6ptica a 600 nm (ODyy) de entre 0,5-1. Una vez alcanzada dicha densidad
optica, se separd el cultivo en 2 alicuotas de 2,5 ml y a uno de ellos se le afiadi6 IPTG a una concentracién final de
0,5 mM. Se incubaron los cultivos durante 4 h mads, tras las cuales se centrifugé 1 ml de cada cultivo. Se deseché el
sobrenadante y se resuspendié el precipitado en 200 ul de tampdn de electroforesis y se analizé mediante electroforesis
en gel de SDS-PAGE al 10%.

1.11 Purificacion de las proteinas recombinantes

La purificacién de las proteinas recombinantes se realizé utilizando el kit His-Bind (Novagen). Brevemente, se
parti6 de un cultivo en medio LB suplementado con carbenicilina y cloranfenicol crecido durante 12 h para inocular
250 ml de medio fresco e inducir la expresioén de la proteina como se describe en el apartado 1.10. Las células se
recogieron por centrifugacién a 2.500 g durante 5 minutos, se sec6 al maximo y se pesé. Con el fin de incrementar
la eficiencia de extraccion, se mantuvo la pastilla de células a -20°C toda la noche. Al dia siguiente, se anadieron 5
ml de reactivo BugBuster por gramo de células y 1 ul de benzonasa por mililitro de reactivo BugBuster usado para
resuspender las células. Se incubé la mezcla a temperatura ambiente en un agitador orbital durante 20 minutos, tras lo
que se centrifugaron los tubos a 13.000 rpm durante 20 minutos a 4°C. De esta manera, las proteinas contenidas en la
fraccion soluble se separaron de los restos celulares. Los sobrenadantes se mantuvieron a -20°C hasta su utilizacion.

La purificacién mediante cromatografia de afinidad utilizando la resina His-Bind es un método rdpido de purifi-
cacién de proteinas que poseen una cola de 6 histidinas (6 His) a temperatura ambiente o, alternativamente, a 4°C.
La preparacion de la columna se realizé siguiendo el protocolo recomendado por el suministrador. En cada tanda de
purificacion se tratd 1 g de extracto celular que fue eluido finalmente en 5 ml de tampén de elucién. El grado de
purificacion obtenido y el rendimiento se analizaron mediante electroforesis en gel de SDS-PAGE vy tincién con azul
de Coomassie e inmunodeteccion de la proteina recombinante con el anticuerpo monoclonal HSV-Tag (Novagen).

1.12 SDS-PAGE (1D)

Los distintos extractos proteicos fueron analizados mediante SDS-PAGE en el sistema Miniprotean II (Bio-Rad)
durante 45 minutos a 70 mA, 100 W y 200 V. Para la determinacién de los pesos moleculares de las bandas obtenidas en
la electroforesis se utilizaron como marcadores de peso molecular los estdndar de alto peso molecular HMW (Sigma)
[Miosina (205 kDa), a-galactosidasa (116 kDa), Fosforilasa B (97,4 kDa), Albimina bovina (66 kDa), Ovoalbimina
(45 kDa) y Anhidrasa carbénica (29 kDa)].

1.13 Tincion de Coomassie G250

Previo a la adicién del colorante Bio-Safe (Bio-Rad) basado en el azul de Coomassie coloidal G250, se realizaron
3 lavados de 5 minutos en agua destilada. A continuacién, se afiadi6 el colorante durante 1 h. Finalizado este tiempo
se volvid a lavar con agua destilada.

1.14 Western Blot

Se emplearon membranas Inmobilén-P (Millipore) previamente tratadas en un disolvente orgdnico (metanol) y
posteriormente en agua desionizada. Brevemente, la membrana previamente humedecida con metanol y agua miliQ
se mantuvo durante 10 minutos en tampén TBS [Tris-HCI (pH 7,5) 50 mM y NaCl 150 mM] antes de comenzar
las incubaciones; a continuacidn, se bloquearon los radicales libres con tampén TBSL [100 ml de tampén TBS y
5 g de leche descremada] durante 1 h a 37°C en agitacion. Tras ello, se procedi6 a la incubacién con el anticuerpo
primario, anti-IL- 15 de ratén [anti-mouse IL-18 (R&D Systems)], en una dilucién 1/500 en tampén TBSL durante 1
h a 37°C. Posteriormente, se realizaron 3 lavados de 5 minutos con tampén TBS y se procedi6 a la incubacién con el
anticuerpo secundario anti-IgG marcado con peroxidasa (anti-IgG-HRP) diluido 1/20.000 en tampén TBSL durante
1 h a temperatura ambiente. Por dltimo, las membranas fueron lavadas durante 10 minutos, tres veces, con tampén
TBS y la reaccion fue visualizada mediante quimioluminiscencia con el reactivo Immobilon western (Millipore) sobre
laminas de pelicula Curix RP-2 (Kodak).
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1.15 Andlisis informdtico de imdgenes

El andlisis informadtico de las electroforesis de las distintas fracciones purificadas se realiz6 con el programa infor-
mético ImageMaster 2D Platinum (GE Healthcare) a partir de geles tefiidos con azul Coomassie G250, con tincién de
plata o revelados con quimioluminiscencia.

2. Resultados
2.1 Obtencion de la proteina CaKre9 recombinante

Debido a la estrategia seguida para la produccién y expresion de la proteina Kre9 de C. albicans recombinante
[CaKre9 recombinante], basada en el empleo del pldsmido pET-Blue y de E. coli, dicha proteina CaKre9 recombinante
se obtuvo en forma de una proteina de fusién que comprende la secuencia de aminodcidos de la proteina Kre9 de C.
albicans (CaKre9) fusionada a una cola de HSV y 6 restos de histidina [(His)s]; por tanto, el empleo de los términos
“proteina CaKre9 recombinante” y “proteina de fusién CaKre9-(His)s” en los ejemplos para referirse a la proteina
recombinante producida es equivalente.

La secuencia nucleotidica de la proteina CaKre9 que se amplificé constaba de 834 pb. El vector de clonacién y
expresion fue el plasmido comercial pET-Blue (Novagen). Mediante los iniciadores disefiados que contenian los sitios
de restriccion para EcoRI y Pstl, se amplifico la secuencia nucleotidica de dicha proteina CaKre9. La construccién se
denominé pET-KRED9. Dicha secuencia nucleotidica de la proteina CaKre9 se introdujo en el plasmido respetando la
pauta de lectura del mismo, con lo que la proteina recombinante se expresé con la cola HSV-His (Figura 1).

Tras la transformacion de las células Novablue con la construcciéon pET-KRE9 y para detectar los clones positivos,
se realizd un rastreo rapido de las colonias que aparecian de color blanco o azul claro. Se eligieron 3 de los clones
tomados como positivos para hacer una preparacién del DNA plasmidico y digerirlo con sus respectivos enzimas de
restriccion para comprobar el tamafo del inserto.

Estos clones fueron seleccionados, y los plasmidos recombinantes se secuenciaron para determinar si el inserto
habia sido clonado en la pauta de lectura correcta y su secuencia era la deseada. La secuenciacién se realizé en el
Servicio de Genémica de la UPV/EHU.

Una vez comprobado el tamafio y la secuencia del inserto, se procedi6 a la transformacién de células Tuner (No-
vagen) con uno de los clones seleccionados. Se analiz6 la expresion de la proteina mediante geles de SDS-PAGE de
la cepa recombinante inducida y sin inducir. Como control negativo se emple6 la cepa transformada con el pldsmido
pET-Blue. La tincién con azul de Coomassie no reveld la sobreexpresion de ninguna proteina; sin embargo, la utili-
zacion del anticuerpo anti-HSV detect6 la presencia de una proteina de fusién de 45 kDa aproximadamente (Figura
2).

Tras su purificacion mediante cromatografia de afinidad en columnas His Bind (Novagen), que retienen las pro-
tefnas que poseen colas de entre 6 y 10 histidinas, se procedié de nuevo a la comprobacién mediante SDS-PAGE de
la presencia de la misma. Como se puede observar en la Figura 2, la purificacion result6 satisfactoria ya que se pudo
comprobar su presencia mediante tinciéon azul de Coomassie y mediante Western Blot frente al anticuerpo HSV.

Por ultimo, se analiz6 la proteina CaKre9 recombinante para ver si todavia posefa la capacidad de ser reconocida
por el anticuerpo anti-IL-18. El resultado mostrado en la Figura 2 demuestra que la proteina de fusién obtenida
(CaKre9) también es reconocida por el anticuerpo anti-IL-18 como la proteina Kre9 nativa de C. albicans. Por tanto,
la proteina de fusion obtenida en E. coli a partir del gen KRE9 de C. albicans (CaKre9) mantiene la capacidad de
unién con el anticuerpo anti-IL-183 bloqueante de su funcion.

3. Discusion

Estudio previos realizados por los inventores, que constituyen el objeto de la solicitud de patente espafiola co-
pendiente n® P200900907 titulada “Composiciones farmacéuticas para el tratamiento de la metdstasis”, presentada
el 2 de abril de 2009, a nombre de la Universidad del Pais Vasco y Pharmakine, S.L., han puesto de manifiesto la
importancia de la IL-15 en el proceso iniciado por las manoproteinas de C. albicans, que inducen un aumento de la
adhesién tumoral al ESH e indican la posible presencia en la fraccién manoproteica de una molécula capaz de actuar
en el lugar de la IL-1p. Para detectar una manoproteina que se una al receptor de la IL-18 activdndolo e intensificando
mas la respuesta del endotelio, se utilizé un anticuerpo anti-IL-13 de ratén. Este anticuerpo se gener6 frente a una IL-
18 de ratén recombinante producida en E. coli capaz de neutralizar la funcidn bioldgica de la IL-4, es decir, se une a
la parte proteica y evita que la molécula se una al receptor. Se realizaron Western Blot bidimensionales de la fraccién
manoproteica purificada de C. albicans evaluados frente al anticuerpo anti-IL-18 y revelados con quimioluminiscencia.
En los resultados de las inmunodetecciones realizadas se observo una reaccidon no muy intensa pero muy especifica de
una zona de aproximadamente 47-50 kDa y punto isoeléctrico de 5,3, lo que indica la existencia de una manoproteina
de C. albicans que es reconocida por un anticuerpo anti-IL-18 en las fracciones manoproteicas que mayor aumento de
la adhesién tumoral habfan inducido.
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La identificacién de dicha manoproteina podria suponer la identificacién de un efector de C. albicans que estimule
el endotelio y, por consiguiente, aumente la adhesién tumoral. A la vista de los resultados obtenidos, se procedié a la
secuenciacién de la manoproteina reconocida por el anticuerpo anti-IL-18 mediante LC-MS/MS (esta técnica permite
identificar proteinas a través de la secuenciacion de sus péptidos y permite analizar mezclas complejas de proteinas sin
necesidad de fraccionarlas previamente). Los resultados obtenidos mediante la secuenciacién LC-MS/MS indican que
la manoproteina reconocida por el anticuerpo anti-IL-13 de ratén es la proteina Kre9 de C. albicans. El gen KRE9 de
C. albicans codifica una proteina similar al producto del gen KRE9 de S. cerevisiae. Su secuencia se compone de un
ORF de 813 pb que codifica una proteina de 29 kDa formada por 271 aminodcidos. La regién hidrofébica N-terminal es
una secuencia sefial aproximadamente hasta el punto de unién entre el aminoacido 21 y 22. Contiene una zona central
rica en residuos de serina y treonina caracteristicos de una potencial O-glicosilacion, tipica de muchas manoproteinas
de pared. Segun el grupo de Lussier (Lussier et al., Proc Natl Acad Sci. 1998; 95:9825-9830) la disrupcién del gen
KRED9 de C. albicans muestra que la Kre9 es requerida para la sintesis o ensamblaje de los 3-1,6-glucanos. Las células
mutantes homocigotos de C. albicans para el gen KRE9 crecen pobremente en galactosa y no son capaces de filamentar
en suero y en medios que contienen glucosa el gen resulta esencial. Ademads de por estos dos motivos, dichos autores
apuntan al producto del gen KRE9 como un candidato itil para ser diana de drogas especificas contra hongos porque
el gen no ha sido encontrado en los genomas de bacterias ni de arqueobacterias secuenciados y parece estar ausente
también en metazoos, y porque los datos disponibles sugieren que su localizacion es la superficie celular, en cuyo caso
un inhibidor de la Kre9 no necesitaria entrar en la célula fingica para ser efectivo, reduciendo ademas de este modo
el riesgo de que aparezcan cepas resistentes.

Para confirmar que efectivamente la proteina Kre9 de C. albicans (CaKre9) esta implicada en la estimulacion del
endotelio que da como resultado el aumento de la adhesién tumoral al mismo, se procedié a su clonacidn, expresion y
purificacién como proteina recombinante. El plasmido pET-Blue fue elegido como vector dadas las ventajas que ofrece
en cuanto a que ademads de ser un vector de expresion facilita la seleccién de colonias recombinantes con inserto a
través del sistema basado en el operdn lactosa y a que presenta dos secuencias consecutivas que codifican para una cola
HSV para la inmunodeteccién y una cola de polihistidinas para la purificacién. La proteina CaKre9 recombinante se
cloné y se sobreexpresé en E. coli, detectindose mediante inmunoblot con el anticuerpo anti-HSV la proteina con un
peso molecular de aproximadamente 45 kDa. La proteina se purificé mediante cromatografia de afinidad en columna
en base a la cola de histidinas y los resultados tras la purificacién evidenciaron un correcto proceso de purificacion, tras
el cual se puede visualizar en electroforesis ID mediante tincién con Coomassie una banda que ademds mantiene su
capacidad de uni6n al anticuerpo anti IL-183, como puede comprobarse al realizar inmunoblot. Dicha proteina CaKre9
recombinante purificada fue utilizada para estimular el endotelio y observar su efecto en la adhesién tumoral (Ejemplo
2).

Ejemplo 2
Efecto de la CaKre9 expresada en E. coli en la adhesion tumoral al endotelio hepdtico
1. Materiales y Métodos

1.1 Proteina CaKre9 recombinante

La proteina CaKre9 recombinante utilizada en este ensayo fue la obtenida segtin el Ejemplo 1, en ocasiones también
identificada como “proteina de fusién CaKre9-(His),”.

1.2 Células de melanoma B16

El melanoma B16 (MB16) es un tumor maligno muy indiferenciado que fue aislado en los Laboratorios Jackson
(Maine, EEUU) en 1954, de un tumor espontaneo surgido en la piel de un ratén de la cepa C57BL/6J. En 1972,
partiendo de esta linea 1J Fidler obtuvo variantes celulares con diferente potencial metastitico mediante implantes
reiterados por via intravenosa de las células tumorales obtenidas de los focos metastaticos pulmonares. De este modo
se selecciond una linea con gran capacidad metastatico que se conoce como B16F10 (Fidler 1J. Nature. 1973; 242:148-
149). Este tumor fue facilitado por la American Type Culture Collection (ATCC CRL 6323).

Las células del melanoma B16 fueron cultivadas en medio modificado de Eagle de Dulbecco (DMEM) suplemen-
tado con suero bovino fetal (SBF) al 10%, 100 unidades/ml de penicilina, y 100 pg/ml estreptomicina. Los cultivos
fueron mantenidos a 37°C en atmoésfera de CO, al 5%.

1.3 Células del ESH

El higado de ratones anestesiados fue perfundido a través de la vena portal con la solucién salina de Gey (GBSS)
(pH 7.,4) a 1,5 ml/min durante 3 minutos. Después, la digestién del tejido fue llevada a cabo mediante perfusion in
situ con 10 ml de solucién A (10 ml de GBSS 10 ml y Pronasa al 0,1%) seguido de 15 ml de solucién B (15 ml de
GBSS, Colagenasa al 0,083% (p/v) y Pronasa al 0,033% (p/v)). El higado fue entonces troceado y mezclado en 13
ml de solucién C (13 ml de GBSS, Colagenasa al 0,038%, Pronasa al 0,038% y DNasa I al 0,0005% (p/v)) a 37°C
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durante 10 minutos. Tras esta tltima digestion enzimadtica se diluy6 la solucién con GBSS vy se filtr6 todo el volumen
a través de una gasa de nylon estéril. El filtrado se reparti6 en dos tubos de 50 ml y se centrifugé a 1.500 rpm durante
7 minutos a 4°C. Se realiz6 un segundo lavado en las mismas condiciones. La suspensién celular fue centrifugada a
800 g durante 15 minutos en solucién de metrizamida (2-(3-acetamida-5-metilacetamida-2,4,6-triodobenzamida)-2-
desoxi-D-glucosa) (10 ml de GBSS 10 ml y metrizamida al 17,5%). A continuacion, se recogieron las células situadas
en la parte superior del gradiente, se resuspendieron en DMEM-HEPES (10 mM, pH 7,4) y se centrifugaron a 500 g
durante 7 minutos a 4°C. El pellet celular obtenido se resuspendié en un pequefio volumen de DMEM para calcular la
proporcién de células viable mediante un test de exclusién con azul tripan y contaje con hemocitémetro. Para obtener
una poblacién de células sinusoidales en condiciones Optimas, se sembraron sobre una matriz de coldgeno tipo I al 1
%. Para la preparacion de estas placas de cultivo con esta matriz se utilizaron placas de 24 pocillos a las que se afiadié
la solucién de coldgeno a razén de 1 ml/pocillo. Tras su incubacién a 37°C durante al menos 2 h, las células aisladas
se lavaron y se sembraron directamente. Las células endoteliales recién aisladas en DMEM con 10% de SBF fueron
afiadidas a placas de 24 pocillos bloqueadas con coldgeno tipo I a razén de 10° cél/ml por pocillo, y 2 h después fueron
lavadas. Los cultivos resultantes de células adherentes del ESH fueron considerados como puros ya que los otros tipos
celulares se terminaron de eliminar en los lavados. Los cultivos de células del ESH fueron estabilizados y mantenidos
en medio DMEM libre de pirégenos suplementado con suero bovino fetal al 10%, 100 unidades/ml de penicilina, y
100 pg/ml estreptomicina a 37°C en una atmdsfera de CO, al 5% durante al menos 12 h. Después de su puesta en
cultivo, las células endoteliales se lavaron y se mantuvieron en medio sin suero durante al menos 4 h antes de realizar
cualquier tipo de ensayo. En estas condiciones, las células endoteliales se pudieron mantener en cultivo durante 4-5
dias como maximo, a partir de los cuales comenzaron a perder caracteristicas.

1.4 Adhesion tumoral inducida por la proteina CaKre9 recombinante

La medida de la adhesién tumoral inducida por la proteina CaKre9 recombinante expresada en E. coli se llevd
a cabo utilizando el método basado en la medida de la fluorescencia. Las células del MB16 fueron resuspendidas
en una disolucion de 2’,7’-bis-(2-carboxietil)-5,6-carboxifluorescein acetoximetil éster (BCECF-AM) en DMEM-
HEPES (40 ug/ml) y fueron incubadas durante 20 minutos a 37°C. A continuacién, las células fueron lavadas y
resuspendidas en DMEM-HEPES a una concentracién de 2 x 105 cél/ml y se determing la autofluorescencia del cultivo
de ESH. Posteriormente, las células del ESH fueron incubadas con la proteina CaKre9 recombinante, a diferentes
concentraciones (1, 5, 10, 50, 100, 200, 500, 1.000 y 2.000 ng/ml), durante 8 h. Las células del ESH no tratadas
recibieron medio basal como control. Después de lavadas extensamente, las células MB16 marcadas con BCECF
fueron afiadidas al cultivo de células del ESH (0,1 ml/pocillo) y también a pléstico o a pocillos control cubiertos con
coldgeno tipo 1.

Una vez transcurrido el tiempo de adhesion, se excitaron los co-cultivos con luz de 488 nm de longitud de onda
y se registré la fluorescencia emitida a 530 nm por la BCEF incorporada a las células tumorales en un fluorimetro
de barrido en placa. A continuacion, se realizaron 3 lavados enérgicos de dichos co-cultivos, eliminando las células
tumorales no adheridas a la monocapa de células endoteliales. A continuacion, se afiadié 1 ml del mismo medio de
adhesién en cada pocillo y se procedi6 a la lectura de la fluorescencia emitida. De este modo se pudo determinar un
valor relativo (en unidades arbitrarias de intensidad de fluorescencia) con respecto al nimero de células tumorales
afiadidas. La adhesion relativa fue calculada para cada pocillo segiin la férmula:

Adhesion relativa = (A - C)/(B - C)
donde
A es la fluorescencia de las células del MB 16 adheridas al ESH incubado con la proteina CaKre9 recombinante;
B es la fluorescencia de las células del MB16 adheridas a las células del ESH no tratadas; y

C es la fluorescencia anterior a la adhesion de células tumorales.

2. Resultados

Se realizé un ensayo de adhesién de células tumorales al endotelio hepatico incubado con diferentes concentracio-
nes de la proteina CaKre9 recombinante [proteina de fusién CaKre9-(His)q], con el fin de analizar el efecto de dicha
proteina de fusién.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 3, donde puede apreciarse el efecto de dicha proteina CaKre9
recombinante sobre el aumento de la adhesion de células del B16M al ESH. Como puede apreciarse en dicha Figura
3, el aumento de la adhesién tumoral inducido por la proteina CaKre9 recombinante varia dependiendo de la con-
centracion de proteina utilizada, en un comportamiento tipico que podria compararse con el de algunas citocinas. La
proteina CaKre9 recombinante, a una concentracion de 5 ng/ml, llegé a inducir un aumento de mas del 150% de la
adhesion tumoral (células de B16M) al ESH con respecto al control. Este efecto supuso la adhesién de un nimero de
células tumorales en ocasiones cercano al 100% de las células utilizadas en el ensayo. Sin embargo, a concentraciones
mas elevadas el efecto disminuy6.

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2372103 Al

Por tanto, el aumento de la adhesién tumoral al ESH estimulado por la proteina CaKre9 recombinante fue especta-
cular, mds atn, teniendo en cuenta que se trata de una proteina de fusiéon [KaCre9-(His)s] expresada en E. coli, la cual
no posee ningtin manano adherido a dicha proteina. Esta situacién provoca que dicha proteina de fusién sea incapaz de
estimular el receptor de manosa, y, por consiguiente, desencadenar la cascada de citocinas tras su estimulacién, lo que
parece corroborar la existencia de una via inflamatoria distinta a la que se estimula mediante la unién al receptor de
marfiosa; dicha via alternativa puede ser iniciada en respuesta a protefnas de C. albicans y también induce un aumento
de la adhesion tumoral al endotelio hepdtico. En esta respuesta estd implicada la proteina CaKre9 recombinante ya que
actda aumentando la adhesion tumoral al endotelio probablemente mimetizando la accién de alguna citocina proinfla-
matoria como la IL-13. Este aumento de la adhesién tumoral al ESH incubado con la proteina CaKre9 recombinante,
que no posee carbohidratos adheridos, pone de manifiesto la importancia de la parte proteica de las manoproteinas,
demostrando que no solo el receptor de mafiosa estd implicado en este proceso.

Este ensayo también pone de manifiesto que la proteina CaKre9 recombinante, asi como la proteina Kre9 de C.
albicans (CaKre9), actda uniéndose al receptor de la IL-18 y tiene un alto potencial proinflamatorio debido a su
capacidad de unién y activacién del receptor de la IL-18, actuando como si tratara de la propia IL-18 endégena, una
de las citocinas proinflamatorias mas importantes de la respuesta inmune.

3. Discusion

La proteina CaKre9 recombinante purificada (Ejemplo 1) fue utilizada para estimular el endotelio y observar su
efecto en la adhesion tumoral. Este ensayo demuestra inequivocamente la implicacion de la proteina CaKre9 en el
aumento de la adhesion de células tumorales al endotelio ya que se induce un aumento significativo de la adhesion
de células tumorales al endotelio estimulado con la CaKre9 recombinante con respecto al endotelio no estimulado.
Aunque la proteina CaKre9 se expresa a niveles de concentracion muy bajos, es capaz de inducir un aumento signifi-
cativo de la adhesion tumoral a concentraciones inferiores a 10 ng/ml. A pesar de ello, el efecto disminuye cuando las
concentraciones de esta proteina son superiores a esa concentracion.

Dado que dicha proteina CaKre9 recombinante ha sido obtenida en forma de una proteina de fusién [CaKre9-
(His)s] y expresada en E. coli, carece de la manosilacién caracteristica cuando se expresa en su forma nativa en
C. albicans y no podria ser capaz de estimular los receptores de mafiosa. Sin embargo, esta proteina es capaz de
desencadenar una respuesta inflamatoria que induce un espectacular aumento de la adhesién tumoral al endotelio,
llegando a inducir la unién de cifras cercanas al 100% de las células tumorales utilizadas cuando el endotelio se
estimula con una concentracién de 5 ng/ml de proteina CaKre9 recombinante. Este resultado supone un incremento
de células tumorales adheridas al endotelio de mds del 150% con respecto a la situacidon control. Este ensayo parece
confirmar la existencia de una via alternativa a la iniciada por el receptor de mafiosa que se activa en respuesta a
proteinas de C. albicans. En este caso posiblemente via receptor de la IL-15.

La existencia de una respuesta inmune en el endotelio sinusoidal hepético (ESH) frente a C. albicans alternativa
a la desencadenada a partir de la unién al receptor de mafiosa, reduciendo significativamente pero no totalmente el
aumento de la adhesion tumoral inducido por C. albicans y sus manoproteinas, junto con la capacidad de la proteina
CaKre9 recombinante de aumentar la adhesién tumoral al endotelio demuestra la existencia de otra via. En el modelo
aqui estudiado, dicha via alternativa puede ser una respuesta inflamatoria del endotelio frente a antigenos extrafnos
como los de C. albicans ya que las células del ESH poseen capacidad para funcionar como células presentadoras de
antigenos. En este sentido cabe destacar que la manoproteina Kre9 de C. albicans no ha sido descrita previamente
como antigeno. Ademads, hay que tener en cuenta que dicha manoproteina CaKre9 se une al anticuerpo anti-IL-18
murino y, por tanto, puede que estimule directamente el receptor de la IL-13 del endotelio, iniciando de esa forma
la respuesta inflamatoria en ese punto o reforzando la iniciada por otras manoproteinas sobre el receptor de mafiosa
u otros receptores. Por otro lado, hay que considerar, que la adhesién tumoral sobre el endotelio estimulado por la
CaKre9 es muy alta a concentraciones bajas de dicha proteina, mientras que a medida que se aumenta su concen-
tracién se reduce el efecto. Un efecto similar se encuentra en las citocinas, ya que su capacidad autorreguladora las
impide mantener su actividad a elevadas concentraciones para no dafar a los tejidos. En el caso de la CaKre9, los
inventores han comprobado que dicha proteina se expresa en C. albicans en concentraciones muy bajas ya que solo
se logré detectar dicha manoproteina mediante inmunodeteccién utilizando el anticuerpo anti-IL-183 y revelando con
quimioluminiscencia.

La proteina Kre9 de C. albicans actia presuntamente uniéndose al receptor de la IL-18, y tiene un alto potencial
proinflamatorio debido a su capacidad de unién y activacién del receptor, actuando como si se tratara de la propia IL-
18 enddégena, una de las citocinas proinflamatorias mas importantes de la respuesta inmune.

En resumen, en este ejemplo se demuestra que la proteina CaKre9 induce una respuesta proinflamatoria mediada
por citocinas proinflamatorias (e.g., IL-18, etc.) en el ESH que favorece la adhesién de células tumorales a dicho
endotelio. La IL-18 es una citocina crucial en dicho proceso y su bloqueo inhibe completamente la adhesién tumoral.
Este ejemplo pone de manifiesto que la proteina CaKre9 recombinante es reconocida por un anticuerpo que reconoce
y bloquea la IL-18; asimismo, ilustra que la proteina CaKre9 recombinante estimula significativamente la adhesion
tumoral al ESH a concentraciones muy bajas.
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Aunque el receptor de mafiosa estd implicado en la activacién de gran parte de la respuesta proinflamatoria del
endotelio frente a C. albicans que desencadena un aumento de la adhesion tumoral, el endotelio también se estimula
con proteinas recombinantes carentes de manano (e.g., CaKre9 recombinante), lo que demuestra la existencia de otras
vias de estimulacion.

En conclusion, la diseminacién hematdgena de C. albicans o sus manoproteinas puede aumentar el riesgo de
sufrir la implantacién de células tumorales en el endotelio hepatico a través de una reaccién proinflamatoria. Esta
reaccion se da principalmente a través de la estimulacion del receptor de mafiosa, pero también intervienen efectores
de C. albicans, tales como la manoproteina Kre9, que actian sobre otros receptores endoteliales. Por tanto, es posible
afirmar que células de C. albicans o algunas de sus manoproteinas en presencia de células tumorales favorecerian un
proceso de implantacién tumoral o metastitico en el higado.

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2372103 Al

REIVINDICACIONES

1. Una proteina, no glicosilada, que comprende la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEQ ID NO: 1, o una
variante o fragmento funcionalmente equivalente de la misma, con capacidad para aumentar la adhesién de células
tumorales al endotelio.

2. Proteina segun la reivindicacién 1, en donde dicha proteina es la proteina Kre9, no glicosilada, de una especie
del género Candida (Candida spp.).

3. Un organismo procariota que comprende un polinucleétido que codifica para una proteina, no glicosilada, que
comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 1, o una variante o fragmento funcionalmente
equivalente de la misma, con capacidad para aumentar la adhesion de células tumorales al endotelio, segtin la reivin-
dicacion 1.

4. Organismo segun la reivindicacién 3, que comprende la secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEQ ID NO:
2.

5. Organismo segtn la reivindicacion 3 6 4, en donde dicho organismo es una bacteria.
6. Organismo segtin la reivindicacion 5, en donde dicho organismo es Escherichia coli.

7. Un procedimiento para la obtencidn de una proteina, no glicosilada, que comprende la secuencia de aminodcidos
mostrada en la SEQ ID NO: 1, o una variante o fragmento funcionalmente equivalente de la misma, con capacidad
para aumentar la adhesién de células tumorales al endotelio, segiin la reivindicacién 1, que comprende cultivar un
organismo pro cariota segtin cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6, bajo condiciones que permiten la produccién de
dicha proteina, variante o fragmento, y, si se desea, recuperar dicha proteina no glicosilada, variante o fragmento de la
misma.

8. Un método in vitro para identificar un compuesto potencialmente util para la prevencién y/o el tratamiento de
una enfermedad asociada a la adhesion de células tumorales al endotelio, que comprende:

a) poner en contacto una célula que expresa un receptor de IL-18 al que se une, o con el que interactda, una
proteina, no glicosilada, que comprende la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEQ ID NO: 1, o una
variante o fragmento funcionalmente equivalente de la misma, con capacidad para aumentar la adhesién de
células tumorales al endotelio, segtin la reivindicacién 1, con una proteina, no glicosilada, que comprende
la secuencia de aminoédcidos mostrada en la SEQ ID NO: 1, o una variante o fragmento funcionalmente
equivalente de la misma, con capacidad para aumentar la adhesion de células tumorales al endotelio, segtin
la reivindicacién 1, y con el compuesto candidato, y

b) identificar aquellos compuestos que inhiben la unién de dicha proteina no glicosilada a dicho receptor de
IL-18.

9. Empleo de un anticuerpo que reconoce especificamente una proteina, no glicosilada, que comprende la secuencia
de aminodcidos mostrada en la SEQ ID NO: 1, o una variante o fragmento funcionalmente equivalente de la misma,
con capacidad para aumentar la adhesion de células tumorales al endotelio, segiin la reivindicacion 1, en la elaboracién
de una composicién farmacéutica para la prevencidn y/o el tratamiento de una enfermedad asociada a la adhesién de
células tumorales al endotelio.

10. Empleo segitin la reivindicacién 9, en el que dicha enfermedad asociada con la adhesién de células tumorales
al endotelio es metéstasis.

11. Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo que re-
conoce especificamente una proteina, no glicosilada, que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO: 1, o una variante o fragmento funcionalmente equivalente de la misma, con capacidad para aumentar la ad-
hesion de células tumorales al endotelio, segun la reivindicacién 1, junto con uno o mas vehiculos farmacéuticamente
aceptables.

12. Composicién farmacéutica segun la reivindicacién 11, que comprende, ademds un farmaco adicional qtil en el
tratamiento de una enfermedad asociada a una proliferacion y/o adhesion de células tumorales al endotelio.

13. Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de una proteina, no gli-
cosilada, que comprende la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEQ ID NO: 1, o una variante o fragmento
funcionalmente equivalente de la misma, con capacidad para aumentar la adhesién de células tumorales al endotelio,
seglin la reivindicacion 1, junto con uno o més vehiculos farmacéuticamente aceptables.
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14. Composicién farmacéutica segun la reivindicacién 13, que comprende, ademas un farmaco adicional ttil en el
tratamiento de una enfermedad causada por un agente infeccioso.

15. Un método in vitro para identificar un compuesto potencialmente util para la prevencion y/o el tratamiento de
una enfermedad asociada a la adhesion de células tumorales al endotelio, que comprende:

a) poner en contacto una célula que expresa un receptor de IL-13 al que se une, o con el que interactda, una
proteina, glicosilada, que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 1, o una
variante o fragmento funcionalmente equivalente de la misma, con capacidad para aumentar la adhesién de
células tumorales al endotelio, con una proteina, glicosilada, que comprende la secuencia de aminoacidos
mostrada en la SEQ ID NO: 1, o una variante o fragmento funcionalmente equivalente de la misma, con
capacidad para aumentar la adhesién de células tumorales al endotelio, y con el compuesto candidato, y

b) identificar aquellos compuestos que inhiben la unién de dicha proteina glicosilada a dicho receptor de
IL-18.

16. Empleo de un anticuerpo que reconoce especificamente una proteina, glicosilada, que comprende la secuencia
de aminodcidos mostrada en la SEQ ID NO: 1, o una variante o fragmento funcionalmente equivalente de la misma,
con capacidad para aumentar la adhesion de células tumorales al endotelio, en la elaboraciéon de una composicién
farmacéutica para la prevencion y/o el tratamiento de una enfermedad asociada a la adhesién de células tumorales al
endotelio.

17. Empleo segtin la reivindicacién 16, en el que dicha enfermedad asociada con la adhesion de células tumorales
al endotelio es metdstasis.

18. Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo que
reconoce especificamente una proteina, glicosilada, que comprende la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEQ
ID NO: 1, o una variante o fragmento funcionalmente equivalente de la misma, con capacidad para aumentar la
adhesion de células tumorales al endotelio, junto con uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables.

19. Composicién farmacéutica segun la reivindicacion 18, que comprende, ademds un fadrmaco adicional til en el
tratamiento de una enfermedad asociada a una proliferacién y/o adhesion de células tumorales al endotelio.

20. Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de una proteina, glicosi-
lada, que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 1, o una variante o fragmento funcio-
nalmente equivalente de la misma, con capacidad para aumentar la adhesion de células tumorales al endotelio, junto
con uno o més vehiculos farmacéuticamente aceptables.

21. Composicion farmacéutica segin la reivindicacién 20, que comprende, ademds un fairmaco adicional ttil en el
tratamiento de una enfermedad causada por un agente infeccioso.

22. Uso de un anticuerpo que reconoce especificamente una proteina, glicosilada, que comprende la secuencia de
aminodcidos mostrada en la SEQ ID NO: 1, o una variante o fragmento funcionalmente equivalente de la misma, con
capacidad para aumentar la adhesién de células tumorales al endotelio, en la elaboracién de un medicamento para la
prevencion y/o el tratamiento de una enfermedad asociada a la adhesién de células tumorales al endotelio.
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Figura 1
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Figura 2
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TATTTGCTTTAAAGATATCGGATACTTTTTTTTCCTTTTGAGTTTTGTTTTGTT
TTGTTTTATTTAGATTAGTTTCTATTTTTAATTAATATTCTACATTCGTTATT
GACGACTACAACATATCAACGACCTAGCACATCCACCCACCAAGATAACAC
AACTACAATCTATCAGACACATCTAGCAAAATGAGACAATTTCAAATCATA
TTAATTTCCCTTGTTGTTTCCATAATAAGATGTGTTGTTGCAGATGTTGACAT
CACATCACCAAAGAGTGGAGAAACTTTTTCTGGTAGTTCTGGATCAGCAAGT
ATCAAGATTACCTGGGATGATTCAGACGATTCAGACTCACCGAAATCTTTGGA
TAATGCCAAAGGGTACACAATTTCTTTATGTACTGGACCTACTTCAGATGGGG
ATATCCAGTGTTTGGATCCATTAGTCAAGAACGAAGCTATTTCAGGTAAATCT
AAAACAGTTTCCATTGCCCAGAACTCAGTACCTAATGGTTATTACTATTTCCA
AATTTACGTTACTTTCACTAATGGAGGTACCACTATTCATTATTCACCACGTTT
CAAATTGACTGGTATGTCTGGTCCAACTGCCACTTTAGATGTCACCGAAACAG
GATCAGTGCCAGCGGATCAAGCTTCAGGATTTGATACTGCAACTACTGCTGA
CTCCAAATCTTTCACAGTTCCATATACCCTACAAACAGGGAAGACTAGATACG
CACCAATGCAAATGCAACCAGGTACCAAAGTGACTGCTACAACCTGGAGTAT
GAAGTTCCCAACTAGTGCTGTTACTTACTACTCAACAAAGGCTGGCACACCAA
ATGTGGCCTCTACTATTACCCCAGGTTGGAGTTATACTGCTGAATCTGCCGTT
AACTATGCTAGTGTTGCGCCATATCCAACATACTGGTATCCTGCCAGTGAACG
AGTGAGTAAGGCTACAATTAGTGCTGCTACAAAGAGAAGAAGATGGTTGG
ATTGAATGAGGGAAACGGTGCTTATAACTTAGATAATGCTAACATTGGATT
TCATTTTTCATTTTTTTTTGTTTGGTTTAGTTTGTTTATTAGCTTGTTCAATAA
CATACAGATCCAAGCTCAGCTCAAGACACAAGCAAAAAGAC

Figura 4
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<110> Universidad del Pais Vasco

<120> Compuestos estimuladores de la adhesion celular indeseada y sus aplicaciones

<130> P4813ES00

<160>5

<170> PatentIn version 3.5

<210>1

<211> 271

<212> PRT

<213> Candida albicans

<400> 1

Met Arg
Arg Cys
Thr Phe

Asp Ser
50

Tyr Thr

65

Cys Leu

Thr Val
Gln Ile

Pro Arg
130

Val Thr

145

Thr Ala

Gln Thr
Lys Val

Thr Tyr
210

Thr Pro

225

Val Ala

Lys Ala

<210>2

<211> 816

<212> DNA

<213> Candida albicans

Gln
Val
Ser
35

Asp
Ile
Asp
Ser
Tyr
115
Phe
Glu
Thr
Gly
Thr
195
Tyr
Gly

Pro

Thr

Phe
Val
20

Gly
Asp
Ser
Pro
Ile
100
Val
Lys
Thr
Thr
Lys
180
Ala
Ser
Trp

Tyr

Ile
260

Gln
Ala
Ser
Ser
Leu
Leu
85

Ala
Thr
Leu
Gly
Ala
165
Thr
Thr
Thr
Ser
Pro

245
Ser
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LISTA DE SECUENCIAS

Ile
Asp
Ser
Asp
Cys
70

Val
Gln
Phe
Thr
Ser
150
Asp
Arg
Thr
Lys
Tyr
230

Thr

Ala

Ile
Val
Gly
Ser
55

Thr
Lys
Asn
Thr
Gly
135
Val
Ser
Tyr
Trp
Ala
215
Thr

Tyr

Ala

Leu
Asp
Ser
40

Pro
Gly
Asn
Ser
Asn
120
Met
Pro
Lys
Ala
Ser
200
Gly
Ala

Trp

Thr

Ile
Ile
25

Ala
Lys
Pro
Glu
vVal
105
Gly
Ser
Ala
Ser
Pro
185
Met
Thr
Glu

Tyr

Lys
265

Ser
10

Thr
Ser
Ser
Thr
Ala
90

Pro
Gly
Gly
Asp
Phe
170
Met
Lys
Pro
Ser
Pro

250
Arg

Leu
Ser
Ile
Leu
Ser
75

Ile
Asn
Thr
Pro
Gln
155
Thr
Gln
Phe
Asn
Ala
235

Ala

Arg

Val
Pro
Lys
Asp
60

Asp
Ser
Gly
Thr
Thr
140
Ala
Val
Met
Pro
Val
220
Val

Ser

Arg

Val
Lys
Ile
45

Asn
Gly
Gly
Tyr
Ile
125
Ala
Ser
Pro
Gln
Thr
205
Ala
Asn

Glu

Trp

Ser
Ser
30

Thr
Ala
Asp
Lys
Tyr
110
His
Thr
Gly
Tyr
Pro
190
Ser
Ser
Tyr

Arg

Leu
270

Ile
15

Gly
Trp
Lys
Ile
Ser
95

Tyr
Tyr
Leu
Phe
Thr
175
Gly
Ala
Thr
Ala
vVal

255
Asp

Ile
Glu
Asp
Gly
Gln
80

Lys
Phe
Ser
Asp
Asp
160
Leu
Thr
Val
Ile
Ser

240
Ser
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<400> 2

atgagacaat
gcagatgttg
gcaagtatca
aatgccaaag
tgtttggatc
gcccagaact
ggaggtacca
gccactttag
actgcaacta
actagatacg
atgaagttcc
gcctctacta
gttgcgcececat
agtgctgcta

ttcaaatcat
acatcacatc
agattacctg
ggtacacaat
cattagtcaa
cagtacctaa
ctattcatta
atgtcaccga
ctgctgactc
caccaatgca
caactagtgc
ttaccccagg
atccaacata
caaagagaag
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attaatttce
accaaagagt
ggatgattca
ttctttatgt
gaacgaagct
tggttattac
ttcaccacgt
aacaggatca
caaatctttc
aatgcaacca
tgttacttac
ttggagttat
ctggtatcct
aagatggttg

cttgttgttt
ggagaaactt
gacgattcag
actggaccta
atttcaggta
tatttccaaa
ttcaaattga
gtgccagcgg
acagttccat
ggtaccaaag
tactcaacaa
actgctgaat
gccagtgaac
gattga

<210>3

<211>33

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> cebador directo

<400> 3

aaccggaatt cgctatcaga cacatctagc aaa

<210>4

<211> 31

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> cebador inverso

<400> 4

tcctctetge agatccaacc atcttcecttet ¢

<210>5

<211> 1145

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Secuencia amplificada

ccataataag
tttctggtag
actcaccgaa
cttcagatgg
aatctaaaac
tttacgttac
ctggtatgtc
atcaagcttc
ataccctaca
tgactgctac
aggctggcac
ctgccgttaa
gagtgagtaa

atgtgttgtt
ttctggatca
atctttggat
ggatatccag
agtttccatt
tttcactaat
tggtccaact
aggatttgat
aacagggaag
aacctggagt
accaaatgtg
ctatgctagt
ggctacaatt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
816
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<400> 5

tatttgcttt
tatttagatt
tatcaacgac
ctagcaaaat
gtgttgttgc
ctggatcagce
ctttggataa
atatccagtg
tttccattge
tcactaatgg
gtccaactgc
gatttgatac
cagggaagac
cctggagtat
caaatgtggc
atgctagtgt
ctacaattag
ttataactta
tttgtttatt
aagac

aaagatatcg
agtttctatt
ctagcacatc
gagacaattt
agatgttgac
aagtatcaag
tgccaaaggg
tttggatcca
ccagaactca
aggtaccact
cactttagat
tgcaactact
tagatacgca
gaagttccca
ctctactatt
tgcgccatat
tgctgctaca
gataatgcta
agcttgttca
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gatacttttt
tttaattaat
cacccaccaa
caaatcatat
atcacatcac
attacctggg
tacacaattt
ttagtcaaga
gtacctaatg
attcattatt
gtcaccgaaa
gctgactcca
ccaatgcaaa
actagtgctg
accccaggtt
ccaacatact
aagagaagaa
acattggatt
ataacataca

tttcecttttg
attctacatt
gataacacaa
taatttccct
caaagagtgg
atgattcaga
ctttatgtac
acgaagctat
gttattacta
caccacgttt
caggatcagt
aatctttcac
tgcaaccagg
ttacttacta
ggagttatac
ggtatcctgc
gatggttgga
tcatttttca
gatccaagct

agttttgttt
cgttattgac
ctacaatcta
tgttgtttcc
agaaactttt
cgattcagac
tggacctact
ttcaggtaaa
tttccaaatt
caaattgact
gccagcggat
agttccatat
taccaaagtg
ctcaacaaag
tgctgaatct
cagtgaacga
ttgaatgagg
tttttttttg
cagctcaaga

tgttttgttt
gactacaaca
tcagacacat
ataataagat
tctggtagtt
tcaccgaaat
tcagatgggg
tctaaaacag
tacgttactt
ggtatgtctg
caagcttcag
accctacaaa
actgctacaa
gctggcacac
gccgttaact
gtgagtaagg
gaaacggtgc
tttggtttag
cacaagcaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1145
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 200900908

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Namero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion

D01 Base de datos EBI [en linea] [recuperado el 13.05.2010] 26.04.2005
Recuperado de: http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-
e+[uniprot-id:Q5ANN9_CANAL]|[uniprot-acc:Q5ANN9 _CANAL]

D02 US 7241613 B1 10.07.2007

D03 LUSSIER M. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. Vol. 95, 08.1998
paginas 9825-9830

D04 WO 9931269 A2 (MCGILL UNIVERSITY) 24.06.1999

D05 WO 02053728 A2 (ELITRA PHARMACEUTICALS INC) 11.07.2002

D06 OROZCO A. S. et al. Infection and Immunity. Vol. 68, N° 3, 03.2000
paginas 1134-1141, ISSN 0019-9567/00

D07 POLONELLI L. et al. Plos ONE. Vol. 3, N° 6, e2371 11.06.2008

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

La presente invencion tiene por objeto una proteina, no glicosilada, que comprende la secuencia SEQ ID NO: 1 o una
variante o fragmento funcionalmente equivalente de la misma con capacidad para aumentar la adhesion de células
tumorales al endotelio, donde dicha proteina es la proteina Kre9 de Candida spp (reivindicaciones 1 y 2), un organismo
procariota que comprende un polinucleétido que codifica para dicha proteina (reivindicaciones de la 3 a la 6) y el
procedimiento de obtencion de la proteina utilizando tal organismo procariota (reivindicacion 7). También tiene por objeto un
método in vitro para identificar un compuesto potencialmente Util para la prevencion y/o tratamiento de una enfermedad
asociada a una adhesion celular indeseada que comprende poner en contacto una célula que expresa un receptor de IL-1f,
al que se une una proteina que comprende la secuencia SEQ ID NO: 1, con dicha proteina y con el compuesto candidato e
identificar los compuestos que inhiben la unién de la proteina con el receptor (reivindicaciones 8 y 15). Asi mismo, tiene por
objeto una composicién que contiene la proteina de secuencia SEQ ID NO: 1 o bien el anticuerpo que la inhibe
(reivindicaciones 11 a 14 y 18 a 21) y el uso de dicho anticuerpo en la elaboracion de una composicién farmacéutica para el
tratamiento de la metastasis (reivindicaciones 9, 10, 16, 17 y 22).

D01 divulga la secuencia de la proteina Kre9 de Candida albicans.

D02 anticipa polipéptidos de Candida albicans, entre ellos la proteina CaKre9 (SEQ ID NO 363), los genes que los codifican
(SEQ ID NO 153), asi como su uso para preparar anticuerpos, vacunas y composiciones terapéuticas y diagnésticas. En
particular, divulga el uso de los mencionados péptidos o de anticuerpos monoclonales especificos frente a los mismos en la
prevencién y tratamiento de candidiasis y también un método de ensayo de compuestos que inhiban la actividad biolégica
de los polipéptidos que consiste en poner en contacto una célula que tenga aumentada o disminuida la expresién del
polipéptido a estudiar con el compuesto candidato.

D03 describe el aislamiento del gen CaKRE9 de Candida albicans y establece que el producto de este gen, la proteina Kre9,
la cual es necesaria en la sintesis de B-1,6-glucano, puede ser Util como diana de farmacos antifingicos especificos.
Ademas, divulga la secuencia de dicha proteina Kre9 de Candida albicans.

D04 anticipa una molécula de DNA aislada que codifica un gen esencial en la sintesis del glucano de la pared celular de
Candida albicans, gen que se denomina CaKRE9 y, también, un método de ensayo de compuestos antiflngicos, in vivo e in
vitro, que inhiban la sintesis, la unién y/o regulacién del $-1,6-glucano y, especificamente, de compuestos antifingicos que
tengan como diana la proteina CaKre9p. Ademas, divulga un método in vitro de diagndstico de enfermedades causadas por
este microorganismo en el que se puede utilizar un kit basado en anticuerpos dirigidos contra la proteina CaKre9p (SEQ ID
NO 1, 2, Fig. 1).

D05 divulga genes de Candida albicans, entre ellos el gen CaKRE9, y las proteinas codificadas por ellos, que son
esenciales y potenciales dianas para el ensayo de nuevos farmacos, un método para inducir una respuesta inmune en un
animal que comprende introducir en éste una composicion que contiene uno de dichos péptidos, un método para identificar
agentes antifangicos cultivando el hongo en presencia del compuesto que se quiere estudiar, un método para identificar
compuestos que inhiban el crecimiento de Candida albicans poniendo en contacto una célula del microorganismo que
presente disminuida la actividad de un gen con el compuesto a ensayar y un método para tratar una infeccion causada por
Candida albicans administrando una composicion farmacéutica que comprenda una cantidad terapéuticamente efectiva de
un compuesto, por ejemplo un anticuerpo, que reduzca la actividad o el nivel de uno de los péptidos mencionados.
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D06 demuestra la respuesta proinflamatoria de las células endoteliales frente a Candida albicans, importante desde el punto
de vista terapéutico, ya que tales células influyen significativamente en la respuesta inflamatoria del huésped frente a los
microorganismos patégenos. En el caso de Candida albicans, secretan IL-8, ICAM-I y VCAM-I, la expresién de esta Ultima
mediada por TNF-q, IL-1a e IL-1pB.

D07 expone que CDRs aislados, representados por pequefios péptidos, pueden ejercer actividades antimicrobianas,
antivirales y antitumorales. En el caso del anticuerpo monoclonal C7 frente a una manoproteina de la pared celular de
Candida albicans, se comprueba que ejerce actividad fungicida contra dicho microorganismo y actividad antitumoral en
células de melanoma murinas y humanas y en células de leucemia HL-60.

REIVINDICACIONES 1-7, 11-14 Y 18-21

Los documentos D01, D02, D03, D04 y D05 anticipan una proteina que comprende la secuencia SEQ ID NO: 1 o una
variante o fragmento funcionalmente equivalente de la misma, por lo que esa proteina no es nueva ni tampoco el
procedimiento de obtencién de la misma, perfectamente conocido en el estado de la técnica. Tampoco es nuevo un
anticuerpo que pueda reconocer e inhibir la actividad de dicha proteina de secuencia ya conocida ya que, ademas, en los
documentos mencionados se expone el uso de la proteina para preparar anticuerpos e incluso el uso de los mismos como
antifngicos o con fines diagnosticos.

En consecuencia, las caracteristicas de las reivindicaciones 1-7, 11-14 y 18-21 ya son conocidas, por lo que esas
reivindicaciones no se pueden considerar nuevas a la vista del estado de la técnica y, por lo tanto, tampoco presentan
actividad inventiva.

REIVINDICACIONES 8 Y 15

D02 anticipa un método de ensayo de compuestos que inhiban la actividad bioloégica de polipéptidos, como la proteina
CakKre9 de Candida albicans, que consiste en poner en contacto una célula que tenga aumentada o disminuida la expresion
del polipéptido a estudiar con el compuesto candidato pero a diferencia de la presente invencién, la célula sobreexpresa o
infraexpresa la proteina en cuestion, no se pone en contacto con ella o se hace un screening de compuestos que se unan a
la proteina.

D04 divulga un método de ensayo de compuestos antifingicos, in vivo e in vitro, que inhiban la sintesis, la unién y/o
regulacion del B-1,6-glucano y, especificamente, de compuestos antifingicos que tengan como diana la proteina CaKre9p.
D05 divulga un método para identificar agentes antifingicos cultivando el hongo en presencia del compuesto que se quiere
estudiar y un método para identificar compuestos que inhiban el crecimiento de Candida albicans poniendo en contacto una
célula del microorganismo que presente disminuida la actividad de un gen con el compuesto a ensayar.

Tales métodos son diferentes del que es objeto de la presente invencion que comprende poner en contacto una célula que
expresa un receptor de IL-13 al que se une una proteina que comprende la secuencia SEQ ID NO: 1, o una variante o
fragmento funcionalmente equivalente de la misma, con dicha proteina y con el compuesto candidato e identificar los
compuestos que inhiben la unién de la proteina con el receptor de IL-1.

Por tanto, las reivindicaciones 8 y 15 se pueden considerar nuevas a la vista del estado de la técnica y presentan actividad
inventiva.

REIVINDICACIONES 9, 10, 16, 17 Y 22

D05 expone el uso de inhibidores de los péptidos objeto de la invencién como anticancerigenos por su homologia con el gen
del hongo. D07 demuestra que el anticuerpo monoclonal C7 frente a una manoproteina de la pared celular de Candida
albicans, ejerce actividad fungicida contra dicho microorganismo y actividad antitumoral en células de melanoma murinas y
humanas y en células de leucemia HL-60.

Sin embargo, aunque si se ha comprobado el efecto antitumoral de anticuerpos dirigidos contra otras manoproteinas de la
pared celular de Candida albicans, en la documentacién consultada no se ha encontrado el uso de anticuerpos frente a la
proteina CaKre9 de Candida albicans en el tratamiento de la metastasis y, por tanto, las reivindicaciones 9, 10, 16, 17 y 22 se
pueden considerar nuevas a la vista del estado de la técnica y presentan actividad inventiva.
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