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DESCRIPCION

Composiciéon farmacéutica que contiene SAA para su uso en el tratamiento de enfermedades o afecciones
inflamatorias desreguladas agudas y crénicas

La presente invencion describe una novedosa estrategia de intervencion para el tratamiento de inflamaciones
desreguladas usando proteinas de fase aguda hepaticas amiloide A de suero (SAA). La dicha proteina se va a usar
como composiciones farmacéuticas en el tratamiento de afecciones y enfermedades caracterizadas por
inflamaciones desreguladas. Ademas de efectos antiinflamatorios directos, asi como defensivos del huésped, se
descubre una regulacion hasta ahora no reconocida de células supresoras de origen mieloide (MDSC). Las células
supresoras de origen mieloide parecen ser reguladores clave de las respuestas inflamatorias durante la septicemia y
por tanto representan una diana valiosa para el tratamiento de estos trastornos. En un aspecto adicional, la presente
invencion se refiere al uso de una cantidad eficaz del agente anteriormente identificado para el tratamiento de
septicemia.

Antecedentes y estado de la técnica

La inflamaciéon desregulada es una causa comun de varias afecciones médicas que van desde enfermedades
autoinflamatorias como Ell o artritis reumatoide (AR) a lesion (politraumatica) y septicemia.

Sindromes y afecciones inflamatorios agudos

La septicemia es una causa principal de mortalidad en el mundo caracterizada por una respuesta inflamatoria
incontrolada a infecciones. Desafortunadamente, las estrategias terapéuticas que se dirigen a citoquinas
proinflamatorias solo han tenido un éxito muy limitado, lo que demuestra la compleja patogénesis de los trastornos
que estan determinados por una variedad tanto de patégeno como factores huéspedes.

La activacién incontrolada del sistema inmunitario puede producir un sindrome de respuesta inflamatoria sistémica
(SRIS). El SRIS esta causado lo mas frecuentemente por infecciones en el curso de septicemia; las causas no
infecciosas del SRIS incluyen traumatismo, quemaduras, pancreatitis, isquemia y hemorragia. Las complicaciones
comunes del SRIS incluyen insuficiencia de uno o mas 6érganos o sistemas de 6rganos, por ejemplo, lesion renal
aguda, lesién pulmonar aguda como sindrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA), o sindrome de disfuncion
multiorganica (SDMO).

Una complicacién principal de la septicemia y SRIS es el desarrollo de choque séptico y posterior insuficiencia de
sistemas multiorganicos (SDMO) o sindrome de insuficiencia multiorganica (SIMO) y esta asociada con un mal
desenlace y alta mortalidad. De hecho, la septicemia y sus complicaciones representan la causa principal de
mortalidad en pacientes de cuidados intensivos. Se ha descrito una tasa de mortalidad del 20% de pacientes con
septicemia grave y del 46% de pacientes con choque séptico.

Una definicion de SRIS, septicemia e insuficiencia organica, etc., asi como directrices para el uso de terapias
innovadoras en septicemia se esbozan en Bone, R.C. et.al., Chest 1992, 101, 1644-1655. Ademas, este documento
proporciona directrices para determinar septicemia etc., basado en diferentes parametros como temperatura, la
frecuencia cardiaca, etc.

El tratamiento de septicemia y SRIS se basa principalmente en la administracion de antibiéticos, sustitucion de
liquido, drenaje quirdrgico de recogidas de liquidos infecciosos, y apoyo apropiado para la disfuncién organica. Sin
embargo, las respuestas inflamatorias desreguladas mas que el agente infeccioso o el traumatismo mismo es con
frecuencia la causa de complicaciones graves a las que no se dirigen suficientemente las estrategias terapéuticas
generales esbozadas anteriormente. Por tanto, se han hecho esfuerzos significativos para inhibir los mediadores
clave de la inflamacion, con todo, la mayoria de los estudios dio resultados bastante desalentadores. Por tanto, hay
una necesidad urgente para estrategias antinflamatorias alternativas.

Afecciones inflamatorias cronicas

Las enfermedades caracterizadas por inflamacion crénica incluyen enfermedades autoinflamatorias vy
autoinmunitarias como enfermedad intestinal inflamatoria (Ell), AR (artritis reumatoide) o psoriasis. Aqui la activacion
cronica de células inmunitarias dirige la destruccion de tejidos, que puede seguir a una pérdida de funciones de
o6rganos y complicaciones graves tal como constricciones intestinales, destruccion de articulaciones y
malformaciones. Ademas, el dafio de 6rganos inflamatorio crénico se considera un factor principal que contribuye al
desarrollo del cancer y cirrosis hepatica.

Proteinas de fase aguda

Las proteinas de fase aguda (PFA) son una familia de proteinas evolutivamente conservada producidas
principalmente en el higado en respuesta a infecciones e inflamaciones. Se definen como proteinas cuyos niveles en
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suero cambian en mas del 25% durante la inflamacién. Algunas PFA aumentan (PFA positivas) y otras disminuyen
(PFA negativas). Las PFA positivas (en lo siguiente denominadas PFA) principalmente se sintetizan en el higado y
se consideran como componentes importantes de la respuesta inmunitaria innata a la infecciéon. Muchas PFA se
conocen como potentes opsoninas y activadores de células inmunitarias innatas como neutrofilos, pero también
tienen alguna propiedad antinflamatoria. Debido a la gran diversidad de PFA con funcién pro- y antiinflamatoria su
papel global durante las infecciones aun no esta bien definido.

La interleuquina-6 (IL-6) es uno de los inductores principales de la produccion de PFA en hepatocitos in vitro. IL-6
comparte el receptor de sefalizacion comun gp130 con otras ocho citoquinas. La activacion de las células
inmunitarias innatas es critica para la defensa del huésped contra los microorganismos invasores y para la posterior
generacion de una respuesta inmunitaria adaptativa. Por otra parte, los mediadores proinflamatorios producidos por
las células inmunitarias innatas se consideran elementos clave en la patogénesis de septicemia grave e insuficiencia
multiorganica. Una red compleja de funciones activadoras e inhibidoras que conduce a rutas reguladoras controla las
respuestas inmunitarias innatas. Se sabe que IL-6 también representa uno de los principales mediadores
proinflamatorios y de septicemia es un estimulador fuerte de la produccién de PFA en el higado in vivo.
Notablemente, los pacientes con enfermedades hepaticas cronicas tienen un riesgo significativamente aumentado
de adquirir septicemia y sus complicaciones acompafiantes, y, por tanto, tienen mayor mortalidad relacionada con
septicemia. Los pacientes sépticos con enfermedad hepatica créonica muestran inflamacion exacerbada prolongada y
niveles elevados de citoquinas inflamatorias.

Como se ha mencionado anteriormente, las PFA forman un gran grupo de proteinas con funciones muy diversas.
Las PFA incluyen moléculas tales como CRP (proteina reactiva C) y SAA (amiloide A de suero).

CRP es un marcador de respuesta de fase aguda clinica y PFA usada comunmente en pacientes. Se ha mostrado
que sus niveles en suero se correlacionan bien con respuestas inflamatorias sistémicas o locales. Se ha mostrado
que CRP se une a residuos de fosfocolina expresados en la superficie de células muertas o que se mueren, asi
como en algunas bacterias, lo que produce la activacion del sistema del complemento. La activacion del
complemento constituye un mecanismo de defensa innato principal contra invasores bacterianos. CRP se produce
en el higado por hepatocitos en respuesta a la activacion de gp130 por IL-6 u otras citoquinas de la familia de IL-6.

La proteina amiloide A de suero (SAA) constituye una familia de apolipoproteinas multigénica muy conservada que
consiste en cuatro genes en seres humanos de los solo tres se expresan, siendo SAA3 un pseudogén. SAA1 y
SAA2 comprenden las SAA de fase aguda (A-SAA) que estan quimicamente muy relacionadas con menos del 10%
de diferencia de la secuencia de aminoacidos mientras que SSA4 se diferencia en el 47% y el 45% de SAA1 y
SAA2, respectivamente. Ademas, se conocen alotipos de A-SAA (SAA1.1-5 y SAA2.1-2). Puesto que SAA4 no
muestra el comportamiento de fase aguda llamativo se llama SAA constitutiva (C-SAA) y su funcion se desconoce
en gran parte. Las A-SAA tienen 104 aminoacidos mientras que C-SAA tiene 112 aminoacidos (NM 199161). El
mayor tamafio de la ultima se debe a una insercién de un octapéptido entre el residuo 69 y 70 cuya funcion es
desconocida. Todas las moléculas de SAA en todas las especies analizadas hasta ahora comparten un péptido
invariable en la posicidon 33-43 que se ha mostrado que lleva funciones de SAA principales al ser bloqueado
mediante anticuerpos monoclonales dirigidos contra este péptido. Ademas con este péptido invariable se ha
advertido el tripéptido RGN. Se parece al motivo de unién celular RGD de fibronectina que es una de las proteinas
adhesivas celulares en la matriz extracelular y que también puede permitir a las células neoplasicas migrar y
construir metastasis en el tejido conjuntivo que muestra estos motivos de unién celular. Ademas, el péptido YIGSD
(Seq. ID. No. 1) en la posicion 29-33 solo en SAA1 se parece al motivo adhesivo celular YIGSR (Seq. ID. No. 2) de
la proteina de matriz extracelular laminina. Ambos motivos en SAA pueden contrarrestar la migracién de células
metastasicas compitiendo con motivos similares en fibronectina y laminina (como ejemplos de familias de células
que tienen funciones similares) en varios tejidos conjuntivos. SAA también puede volverse patogénica después de
varias reacciones de fase aguda duraderas por polimerizacion a amiloide del fragmento 1-76 de SAA1/2 que
produce la enfermedad letal amiloidosis AA.

SAA se ha asociado con un numero de afecciones inflamatorias agudas y crénicas independientemente del origen.
En respuesta a estimulos inflamatorios agudos, que en particular estan representados por la IL-1 derivada de
monocitos, IL6, y TNFaq, los niveles en plasma de SAA1 y SAA2 pueden aumentar rapidamente mas de 1.000 veces
en 6 a 12 horas.

CXCL1 (NM 001511, Seq ID. No. 3) es una pequefa citoquina que pertenece a la familia de quimioquinas Cxc.
CXCL1 desempefia un papel en el desarrollo de la médula espinal y esta implicada en los procesos de
angiogénesis, inflamacion, cicatrizacion y tumorigénesis. Se conoce principalmente por su papel en reclutar
leucocitos polimorfonucleares al sitio de inflamacion a través de su actividad quimiotactica directa. CXCL1 ejerce sus
funciones a través del receptor de quimioquinas CXCR2.

De forma interesante, se ha mostrado que ambas proteinas, SAA y KC son potentes inhibidores de hepatitis
inducida por Con A (Klein et al., 2005).
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Ademas, se ha mostrado que la administracion de SAA y KC invierte los efectos perjudiciales de la deficiencia de
gp130 y restablece la movilizacion, supervivencia y acumulacion esplénica de MDCS (Sander et al., 2009).

Dado el gran numero y la gran diversidad de PFA tanto con funciones pro- como antiinflamatorias, su papel global
durante las enfermedades inflamatorias desreguladas, por ejemplo, septicemia, permanece aun mal definida.

Células supresoras de origen mieloide (MDSC)

Las células supresoras de origen mieloide (MDSC) representan una poblacion inmadura, heterogénea de células
(precursoras) mieloides que se caracterizan cominmente por la expresion de marcadores de linaje mieloide Gr1 y
CD11b en ratones y se sabe que inhiben las respuestas T efectoras. Las células mieloides con funciones
antiinflamatorias se han reconocido en ratones que tienen tumores durante mucho tiempo (Young et al., 1987), pero
su significacion funcional para la evasion inmunitaria tumoral, angiogénesis y metastasis solo se ha apreciado mas
ampliamente recientemente (Nagaraj et al., 2007; Yang et al., 2008). Las MDSC también se han implicado en otros
estados patoldégicos como autoinmunidad. Se ha descrito la expansion de MDSC con propiedades supresoras de
células T durante la septicemia en ratones (Delano et al., 2007). A diferencia de muchos canceres, su contribucion a
la progresion de la enfermedad y supervivencia del huésped durante las infecciones aun esta indefinida.

De forma interesante, también se ha mostrado que las MDSC desempefian un papel protector en modelos de
enfermedades autoinflamatorias como Ell (Haile et al., 2008). De forma importante su presencia también se ha
demostrado en seres humanos (Hoechst et al., 2008).

Como se ha mencionado anteriormente, las MDSC tienen funciones protumorigénicas y la inhibicién de MDCS se
considera una estrategia terapéutica futura prometedora (Gabrilovich y Nagaraj, 2009). En seres humanos las MDSC
se han caracterizado por varios marcadores de superficie incluyendo CD34, CD33, CD15 y CD13, CD14-/lin- o
CD11b, CD66, VEGFR.

Hay una necesidad no cumplida para agentes terapéuticos para tratar enfermedades o afecciones inflamatorias
desreguladas, en particular septicemia y SRIS. Ademas, la evasion inmunitaria por canceres representa un problema
principal, que se podria atacar a través de los mismos mecanismos que controlan la inflamacién durante la
septicemia y SRIS.

Compendio de la presente invencion

Usando un ratén deficiente en gp130 especifico de higado, se demuestra que SAA y CXL1/KC derivadas de
hepatocitos son reguladores cruciales de la inflamacién innata durante la septicemia polimicrobiana en ratones.
Empleando experimentos de pérdida complementaria y ganancia de funcion se proporciona evidencia clara para el
papel protector de SAA durante la septicemia controlando la inflamacién y fomentando la supervivencia, sin afectar a
la depuracion bacteriana. Por tanto, se ha delineado un mecanismo principal de proteccion mediada por SAA y KC
derivadas de higado como se describe en mayor detalle en la seccion relevante posteriormente.

Ademas, se descubre que la quimioquina CXCL1/GRO1 (KC en ratones) esta fuertemente aumentada en
hepatocitos de una manera dependiente de gp130 durante la septicemia polimicrobiana en ratones, lo que se
correlaciona con sus niveles en suero.

La presente invencion proporciona una estrategia terapéutica novedosa para el tratamiento de inflamacion
desregulada, en particular, inflamacion incontrolada aguda durante septicemia, septicemia grave, choque séptico y
SRIS. La presente invencion propone el uso de proteinas recombinantes o sus motivos biolégicamente activos en
cantidades eficaces de SAA o, como referencia, CXCL1/GRO1 para controlar inflamacion desregulada y prevenir
posterior dafio a 6rganos o la muerte. La administracién de estos compuestos fomenta activamente la funcion de
MDSC.

Es decir, la presente invencion proporciona una composicién farmacéutica que contiene un principio activo, en
donde el principio activo es una cantidad eficaz de SAA sola o un fragmento activo de la misma, o una sal
farmacéuticamente aceptable de la misma para uso en el tratamiento de enfermedades o afecciones inflamatorias
desreguladas influyendo la actividad de células supresoras de origen mieloide (MDSC), en donde las enfermedades
o afecciones inflamatorias desreguladas son enfermedades autoinflamatorias o enfermedades autoinflamatorias con
componentes autoinmunitarios o enfermedades autoinmunitarias incluyendo Ell, artritis reumatoide, psoriasis,
esclerosis multiple, rechazo a trasplantes, enfermedad del injerto contra el huésped y del huésped contra el injerto,
enfermedades inflamatorias locales y sistémicas, un sindrome de respuesta inflamatoria sistémica, septicemia,
septicemia grave, choque séptico, sindrome de disfuncion multiorganica, sindrome de insuficiencia de multiples
organos y rechazo a trasplante agudo.

Preferiblemente, dichas enfermedades o afecciones inflamatorias desreguladas son SRIS, septicemia, septicemia
grave, choque séptico, sindrome de disfuncién multiorganica (SDMO), SIMO o rechazo a trasplante agudo.
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En otra forma de realizacion, la presente invenciéon proporciona una composiciéon farmacéutica que contiene un
principio activo, en donde el principio activo es una cantidad eficaz de SAA sola o fragmento activo de la misma, o
una sal farmacéuticamente aceptable de la misma para uso en la reduccion, mejora o terminacion de respuestas
inflamatorias o ralentizacion de la propagacion o intensificacion adicional de inflamacion o una enfermedad asociada
con enfermedades o afecciones inflamatorias desreguladas aumentando la actividad de MDSC.

En otra forma de realizacion, la presente invencién proporciona una composicién farmacéutica, en donde el principio
activo es un péptido invariable en la posicién 33-43 de SAA.

También se prefiere que la composicion farmacéutica comprenda ademas aditivos o sustancias auxiliares
farmacéuticas y, preferiblemente, un soporte, excipiente o diluyente farmacéuticamente aceptable.

En un segundo aspecto, la presente invencién proporciona una cantidad eficaz de SAA sola o fragmentos activos de
la misma o sales farmacéuticamente aceptables de la misma para uso en el tratamiento de septicemia.

Por ultimo, se contemplan compuestos como los descritos en el presente documento para uso en tratar
enfermedades o afecciones inflamatorias desreguladas.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. La sefializacién gp130/Stat3 en hepatocitos es protectora durante la septicemia polimicrobiana y modera la
respuesta inflamatoria.

(A) Supervivencia disminuida de ratones gp7130Ahepa después de CLP (n = 45 por grupo, datos reunidos de 6
experimentos independientes). (B) El reclutamiento de células inmunitarias a la cavidad peritoneal era equivalente
en ratones gp130Ahepa y control. Las cavidades peritoneales se lavaron 18 h después de CLP, y se contaron las
células infiltrantes y se analizaron por citometria de flujo. CD11b*Ly6G"; neutréfilos, CD11b"F4/80"; monocitos y
macrofagos (n = 5 por grupo, 1 de 3 experimentos independientes mostrado). (C) Supervivencia disminuida de
ratones gp130Ahepa durante el choque endotdxico. Los ratones se trataron con LPS 20 mg/kg y se determind la
supervivencia (n = 10 por grupo, datos reunidos de 3 experimentos independientes). (D) Los niveles de citoquinas en
suero en ratones gp130f/f y gp130Ahepa después del tratamiento con LPS se midieron por ELISA (8 por grupo,
datos reunidos de 3 experimentos independientes). (E) Dafio hepatico aumentado en ratones gp7130Ahepa después
de CLP. Niveles en suero de AST (izquierda) y ALT (derecha), (n = 5 por grupo, 1 de 3 experimentos independientes
mostrado). (J) Tincion de H&E representativa de secciones histolégicas de tejido hepatico. (*; p<0,05, **; p<0,01, ***;
p<0,001, los datos se presentan como media + EEM)

Figura 2. La movilizacién y acumulacion esplénica de MDSC CD11b+Gr1+ esta alterada en ratones gp130Ahepa

(A) Analisis de citometria de flujo representativo y (B) analisis grafico de frecuencias de células CD11b'Gr1" en
médula 6sea, sangre periférica y bazo en ratones gp130f/f y gp130Ahepa en los puntos de tiempo indicados
después de CLP (n = 5-12 por tiempo por grupo, datos reunidos de 12 experimentos independientes. #: gp130f/f no
sobrevivié a 7 y 10 d en numeros suficientes y por tanto no se pudo incluir en el analisis). (+; p<0,05, **; p<0,01, ***;
p<0,001).

Figura 3. Las MDSC regulan las respuestas inflamatorias y confieren proteccién durante la septicemia

(A,B) La eliminacion de células que expresan Gr1 disminuyd la supervivencia después de CLP. Los ratones gp 130f/f
fueron inyectados con anticuerpos monoclonales contra Gr1 (RB6-8C5) 24 h antes y después de CLP. Se determind
la eliminacion eficaz de MDSC por citometria de flujo de esplenocitos (A). Se siguid la supervivencia (B, n = 9 por
grupo, datos reunidos de 3 experimentos independientes). (C) Los ratones gp7130Ahepa recibieron o bien 5x10°
MDSC o solucion salina 1 h y 24 h después de CLP y se determind la supervivencia (n = 12 por grupo, datos
reunidos de 3 experimentos independientes). (D) Las MDSC distorsionan la produccién de citoquinas inducida por
LPS de macrofagos peritoneales (M®). Los macréfagos se aislaron de ratones gp130f/f sin tratar y se cocultivaron
con MDSC a una proporcion de 1:3 y se estimularon con LPS a las concentraciones indicadas. La liberacion de
citoquinas se determiné por ELISA (1 de 5 experimentos independientes mostrado). (E) Se aislaron Gr1*CD11b" de
bazos de ratones sépticos (MDSC) o ratones sin tratar previamente (MDSC(-)) y se cocultivaron con macrofagos.
Algunas células de los ratones no tratados previamente se pretrataron con LPS 100 ng/ml in vitro antes del cocultivo
con los macrofagos (MDSC(-/LPS)). (E: 1 de 3 experimentos independientes mostrados). (*; p<0,05, **; p<0,01, ***;
p<0,001, los datos se presentan como media + EEM).

Figura 4. Los hepatocitos lanzan un programa transcripcional dependiente de gp130 especifico en respuesta a la
infeccion

(A) PCR en tiempo real cuantitativa de muestras de higado tomadas de ratones gp130f/f y gp130Ahepa sin tratar y
12 h después de la induccion de septicemia (n = 8 por grupo, datos reunidos de 3 experimentos independientes). Se
analizaron proteinas de fase aguda (alfa-2-macroglobulina, SAA), quimioquinas (KC, CxCI-2) y citoquinas
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antinflamatorias (IL-1Ra). (B) se analizaron los niveles de proteinas en suero de SAA (grafico superior) y KC (grafico
inferior) por ELISA en ratones gp130f/f y gp130Ahepa 24 h después de CLP (n = 7 por grupo, 3 experimentos
independientes). (*; p<0,05, **; p<0,01, ***; p<0,001, los datos se presentan como media + EEM).

Figura 5. SAA y KC recombinantes son protectoras durante la septicemia

Supervivencia de ratones gp130f/f comparados con ratones gp130Ahepa tratados con (A) SAA, (B) KC, (C) IL-1Ra
(Anakinra) o (D) SAA y KC en combinacion o volimenes iguales de NaCl 1 h y 24 h después de CLP (n = 9 por
grupo, datos reunidos de 3 experimentos independientes). (E) Supervivencia de ratones gp130f/f tratados con
anticuerpos neutralizantes anti-SAA o 1gG isotipo control inactivo. (F) Niveles en suero de IFN-y en los puntos de
tiempo indicados después de CLP en ratones gp130f/f tratados con anticuerpos anti-SAA o control (n = 6 por grupo,
datos reunidos de 2 experimentos independientes). (*; p<0,05, los datos se presentan como media + EEM).

Figura 6. SAA derivada de hepatocitos reconstituye MDSC esplénicos y los protege de apoptosis

(A) La apoptosis in vitro de MDSC inducida por TNF puede ser inhibida por SAA o sobrenadantes de hepatocitos
primarios aislados de ratones gp130f/f (gp130f/f HSN) pero no de gp130Ahepa (gp130Ahepa HSN). Los hepatocitos
se estimularon en el potente inductor de PFA y ligando de gp130 factor inhibidor de leucemia durante 6 h. La
apoptosis de MDSC se determiné midiendo la actividad caspasa-3 (1 de 3 experimentos independientes mostrados.
Los datos se presentan como media + EEM).

Descripcion detallada de la presente invencion

Los presentes inventores encontraron que las PFA hepaticas, como SAA, CRP y CXCL1, son criticas para controlar
las respuestas inflamatorias durante las enfermedades inflamatorias desreguladas, septicemia, y la administracion
de PFA recombinantes representa una tratamiento eficaz de enfermedades inflamatorias desreguladas. Encontraron
que estos efectos protectores estan mediados al menos en parte fomentando la actividad de MDSC. Los presentes
inventores descubrieron un papel hasta ahora no reconocido para MDSC en proteger al huésped contra la
inflamacion excesiva, por ejemplo, durante septicemia, sin afectar la defensa antimicrobiana y la depuracion
bacteriana. Por tanto, SAA es util para el tratamiento de enfermedades o afecciones inflamatorias desreguladas.
SAA fomenta la movilizacion, acumulacion y supervivencia de MDSC. La acumulacién periférica de MDSC inhibe las
respuestas inflamatorias excesivas. Por tanto, dirigirse a MDSC durante la septicemia mediante la administracion de
SAA representa una novedosa opcion terapéutica prometedora.

Ademas, regular la actividad de MDSC, en particular la movilizacion, acumulacion y supervivencia de MDSC, permite
tratar el sindrome de respuesta inflamatoria sistémica, septicemia, septicemia grave, choque séptico y SDMO. Los
presentes inventores descubrieron que la comunicacion dependiente de gp130 entre el higado y MDSC a través de
proteinas de fase aguda SAA, CRP y CXCL1 criticamente controla las respuestas o afecciones inflamatorias, por
ejemplo, durante la infeccion.

Por tanto, en un primer aspecto, la presente invenciéon se refiere a una composicion farmacéutica que contiene un
principio activo, en donde el principio activo es una cantidad eficaz de SAA sola o fragmento activo de la misma, o
una sal farmacéuticamente aceptable de la misma para el uso en el tratamiento de enfermedades o afecciones
inflamatorias desreguladas influyendo la actividad de células supresoras de origen mieloide (MDSC), en donde las
enfermedades o afecciones inflamatorias desreguladas son enfermedades autoinflamatorias o enfermedades
autoinflamatorias con componentes autoinmunitarios o enfermedades autoinmunitarias incluyendo Ell, artritis
reumatoide, psoriasis, esclerosis multiple, rechazo a trasplante, enfermedad del injerto contra el huésped y del
huésped contra el injerto, enfermedades inflamatorias locales y sistémicas, un sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica, septicemia, septicemia grave, choque séptico, sindrome de disfuncién multiorganica, sindrome de
insuficiencia de multiples 6rganos y rechazo a trasplante agudo.

En una forma de realizacion preferida, la composicién farmacéutica contiene como principio activo una cantidad
eficaz de SAA sola o fragmentos de la misma, o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma para uso en la
reduccion, mejora o terminacion de respuestas inflamatorias o ralentizacion de la propagacion o intensificacion
adicional de inflamacion o una enfermedad asociada con enfermedades o afecciones inflamaciones desreguladas
aumentando la actividad de MDSC.

Ademas, segun ofro aspecto, se proporciona una composicion farmacéutica para uso en el tratamiento de
enfermedades autoinflamatorias o enfermedades autoinflamatorias con componentes autoinmunitarios o
enfermedades autoinmunitarias incluyendo Ell, artritis reumatoide, psoriasis, esclerosis mudltiple, rechazo a
trasplante, enfermedad del injerto contra el huésped y del huésped contra el injerto, enfermedades inflamatorias
locales y sistémicas.

En una forma de realizacién preferida, el principio activo es una cantidad eficaz de SAA sola o un fragmento activo

de la misma, o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma para uso en la reduccién, mejora o terminacion de
respuestas inflamatorias o ralentizacién de la propagacién o intensificacion adicional de inflamacion o una
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enfermedad asociada con enfermedades o afecciones inflamaciones desreguladas aumentando la actividad de
MDSC.

Se prefiere ademas que el principio activo sea un péptido invariable en la posicién 33-43 de SAA.

En otra forma de realizacién preferida de la invencién, la composicién farmacéutica comprende ademas aditivos o
sustancias auxiliares farmacéuticas y, preferiblemente, un soporte, excipiente o diluyente farmacéuticamente
aceptable.

En un segundo aspecto de la presente invencion, se proporciona una cantidad de SAA sola o fragmentos activos de
la misma o sales farmacéuticamente aceptables de la misma para uso en el tratamiento de septicemia.

Segun la presente invencion, el término “amiloide A de suero” (SAA) se refiere a las moléculas de SAA de longitud
completa conocidas como SAA1, SAA2, etc. El término también contempla analogos o fragmentos funcionales de
SAA, en particular de SAA humana de No. De acceso a Gene Bank NM_000331 (Seq. ID. No. 5), y NM_030754
(Seq. ID. No. 7), P02735.

Como se usa en el presente documento, el término “proteina reactiva C” (CRP) se refiere a la proteina de longitud
completa, por ejemplo la proteina humana NM_000567 (Seq. ID. No. 9), P02741. La presente invencion contempla
analogos asi como fragmentos funcionales de proteina reactiva C.

El término “CXCL1” como se usa en el presente documento se refiere a la quimioquina CXCL1 también conocida
como KC o GRO1 que tiene el nimero de acceso de Gene Bank J03561 y NM 001511 (forma humana), Seq. ID. No.
3, P09341. La presente invencion contempla analogos asi como fragmentos funcionales de CXCLA1.

Como se usa en el presente documento, el término “un fragmento funcional de la misma” se refiere a un fragmento
de la respectiva proteina, por ejemplo, un péptido que muestra la misma actividad. En el presente documento, el
término “SAA”, “CRP” y “CXCL1” incluye fragmentos respectivos de las mismas a menos que se indique de otra
manera. Ademas a menos que se indique explicitamente, dichos términos incluyen sales o solvatos de los
compuestos.

El término “analogo” como se usa en el presente documento se refiere a moléculas que tienen la misma actividad
que SAA, CRP y CXCL1, respectivamente. En particular, un analogo tiene la misma actividad que las respectivas
proteinas de longitud completa en activar y movilizar MDSC. El término “SAA”, “CRP” y “CXCL1” incluye analogos
respectivos que pueden estar presentes en forma de sal o solvato a menos que se indique de otra manera.

En una forma de realizacién preferida, las moléculas de SAA, CRP y CXCL1 son proteinas de SEQ ID NO. 4, 6, 8,
10, respectivamente.

Los principios activos descritos en el presente documento pueden estar en forma de sales farmacéuticamente
aceptables no téxicas de los mismos u otras preparaciones galénicas. Las sales incluyen sales de adicion acida,
tales como sales con acidos inorganicos o con acidos organicos y también sales formadas con iones catiénicos,
como iones metalicos, en particular metal alcalino o alcalinotérreo o NH4+. Ademas, los principios activos pueden
estar presentes en forma de solvatos de los mismos (por ejemplo, hidratos).

Ademas, la composicion farmacéutica que comprende como principio activo SAA sola es util en la terapia de
sindrome de respuesta inflamatoria sistémica, septicemia, septicemia grave, choque séptico, sindrome de disfuncion
multiorganica o sindrome de trasplante agudo.

Ademas, se prefiere que la composicidén farmacéutica comprenda como principio activo una cantidad eficaz de SAA
sola o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma.

En formas de realizacion preferidas, la composicion farmacéutica comprende ademas aditivos o sustancias
auxiliares farmacéuticas, preferiblemente, un soporte, excipiente o diluyente farmacéuticamente aceptable.

El término “composicién farmacéutica” significa una composicion adecuada para uso farmacéutico en un sujeto o
individuo, incluyendo un animal o ser humano. Una composicion farmacéutica generalmente comprende una
cantidad eficaz de un agente o principio activo y un soporte, incluyendo, por ejemplo, un soporte farmacéuticamente
aceptable.

Un “tratamiento terapéutico” es un tratamiento administrado a un sujeto o un individuo que muestra sintomas o
signos de patologia, enfermedad o trastorno tratamiento que se administra al sujeto con el fin de disminuir o eliminar
esos signos o sintomas de patologia, enfermedad o trastorno.

Como se usa en el presente documento, el término “soporte” se refiere a un diluyente, adyuvante, excipiente o
vehiculo.
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La composicion que comprende los compuestos segun la presente invencion se puede formular, dosificar, y
administrar de una manera consistente con buena practica médica. Los factores para considerar en este contexto
incluyen la fase de la enfermedad o trastorno particular que se trata, el mamifero particular que se trata, el estado
clinico del sujeto individual, el sitio de administracion del agente, el método de administracion, el programa de
administracion, y otros factores que conocen los médicos. La cantidad eficaz del agente que se va a administrar
estara regida por tales consideraciones. El factor clave en seleccionar una dosis y programa apropiados es el
resultado obtenido, como se indica anteriormente. Los compuestos segun la presente invencion se administran por
cualquier medio adecuado, incluyendo administracion parenteral, topica, subcutanea, intraperitoneal, intrapulmonar,
intranasal y/o intralesional. Las infusiones parenterales incluyen administracion intramuscular, intravenosa,
intraarterial, intraperitoneal o subcutanea. También se contempla la administracion intratecal.

“Cantidad terapéutica o farmacéuticamente eficaz” como se aplica a las composiciones de la presente invencion se
refiere a la cantidad de composicion suficiente para inducir un resultado biolégico deseado. Ese resultado puede ser
la mejora de los signos y marcadores, sintomas, o causas de una enfermedad, o cualquier otra alteracién deseada
de un sistema biologico. En la presente invencion, el resultado tipicamente influira la respuesta inflamatoria,
incluyendo niveles de mediadores inflamatorios citoquinas asi como frecuencia y actividad de MDSC activando o
movilizando dichas células o suprimiendo su actividad incluyendo induccién de apoptosis.

Se pueden emplear opcionalmente ensayos in vitro asi como modelos animales para ayudar a identificar los
intervalos de dosis 6ptimos. La dosis precisa que se va a emplear en la formulacién también dependera de la via de
administracion, y la gravedad de la enfermedad o trastorno, y se debe decidir segun el juicio del médico y las
circunstancias de cada paciente. Las dosis eficaces se pueden extrapolar de curvas de dosis y respuesta derivadas
de sistema de prueba in vitro o modelos animales. Preferiblemente, la composiciéon farmacéutica se administra
directamente o en combinacién con un adyuvante.

El término “administrado” significa administracion de una dosis terapéuticamente eficaz de la composicion
farmacéutica anteriormente mencionada que comprende el principio activo segun la presente invencion en forma de
sales y solvatos del mismo a un individuo.

La composicion farmacéutica segun la presente invencion comprende el principio activo como se describe en el
presente documento vy, opcionalmente, un soporte farmacéuticamente aceptable. Tales composiciones
farmacéuticas comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz del principio activo como se define en el presente
documento y, opcionalmente, un soporte farmacéuticamente aceptable. La composiciéon farmacéutica se puede
administrar con un soporte fisiol6gicamente aceptable a un paciente, como se describe en el presente documento.
Aceptable significa que el soporte sea aceptable en el sentido de ser compatible con los otros ingredientes de la
composicion y que no sea perjudicial al receptor de la misma. En una forma de realizacién especifica, el término
“farmacéuticamente aceptable” significa aprobado por una agencia reguladora u otra farmacopea en general
reconocida para uso en animales, y mas particularmente en seres humanos. El término “soporte” se refiere a un
diluyente, adyuvante, excipiente o vehiculo con el que se administra el agente terapéutico. Tales soportes
farmacéuticos pueden ser liquidos estériles, tales como agua o aceites, incluyendo esos de origen de petroleo,
animal, vegetal o sintético, tal como aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite de vaselina, aceite de sésamo y
similares. El agua es un soporte preferido cuando la composicion farmacéutica se administra por via intravenosa.
También se pueden emplear soluciones salinas y soluciones acuosas de dextrosa y glicerol como soportes liquidos,
particularmente para soluciones inyectables. Los excipientes farmacéuticos adecuados incluyen almidén, glucosa,
lactosa, sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina, caliza, gel de silice, estearato de sodio, monoestearato de glicerol,
talco, cloruro de sodio, leche desnatada en polvo, glicerol, propileno, glicol, agua, etanol y similares. La composicion,
si se desea, también puede contener cantidades menores de agentes humectantes o emulsionantes o agentes
reguladores del pH. Estas composiciones pueden tomar la forma de soluciones, suspensiones, emulsion,
comprimidos, pildoras, capsulas, polvos, formulaciones de liberacion sostenida, aerosoles y similares. La
composicion se puede formular como un supositorio, con aglutinantes y soportes tradicionales tal como triglicéridos.
La formulacién oral puede incluir soportes estandar tal como grados farmacéuticos de manitol, lactosa, almidoén,
estearato de magnesio, sacarina sédica, celulosa, magnesio, carbonato, etc. Se describen ejemplos de soportes
farmacéuticos adecuados en "Remington's Pharmaceutical Sciences" por E.W. Martin (182 ed., Mack Publishing Co.,
Easton, PA (1990)). Tales composiciones contendran una cantidad terapéuticamente eficaz de los compuestos,
sales o solvatos de los mismos anteriormente mencionados, preferiblemente en forma purificada, junto con una
cantidad adecuada de soporte de modo que se suministre la forma para la administracion apropiada al paciente. La
formulacion debe ajustarse al modo de administracion.

Tipicamente, el soporte farmacéutica o terapéuticamente aceptable es un medio soporte que no interfiere con la
eficacia de la actividad bioldgica de los principios activos y que no es téxico para el huésped o paciente.

En otra forma de realizacion preferida, la composicién se formula segun procedimientos rutinarios como una
composicion farmacéutica adaptada para la administracién intravenosa a seres humanos. Tipicamente, las
composiciones para administraciéon intravenosa son soluciones en tampdén acuoso isoténico estéril. Donde sea
necesario, la composicion también puede incluir un agente solubilizante y un anestésico local tal como lidocaina

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2560 538 T3

para aliviar el dolor en el sitio de inyeccion. En general, los ingredientes se suministran bien por separado o
mezclados en una forma farmacéutica unitaria, por ejemplo, como un polvo liofilizado seco o concentrado sin agua
en un recipiente herméticamente sellado tal como una ampolla o bolsita que indica la cantidad del agente activo.
Donde la composicion se va a administrar por infusién, se puede dispensar con una botella de infusién que contiene
agua o solucién salina de grado farmacéutico estéril. Donde la composicion se administra por inyeccion, se puede
proporcionar una ampolla de agua para inyeccion o solucion salina estéril de modo que los ingredientes se puedan
mezclar antes de la administracion.

La composicién farmacéutica para uso segun la invencion se puede formular como formas neutras o sal. Las sales
farmacéuticamente aceptables incluyen las formadas con aniones tales como los derivados de acidos clorhidrico,
fosforico, acético, oxalico, tartarico, etc., y las formadas con cationes tales como los derivados de hidréxidos de
sodio, potasio, amonio, calcio, férrico, isopropilamina, trietilamina, 2-etilaminoetanol, histidina, procaina, etc.

Estas y otras formas de realizacion se divulgan y estan abarcadas por la descripcion y los ejemplos de la presente
invencion. Se puede recuperar bibliografia adicional respecto a cualquiera de los métodos, usos y compuestos que
se van a emplear segun la presente invencion de bibliotecas publicas, usando, por ejemplo, dispositivos
electrénicos.

En una forma de realizacién adicional, la presente invencién se refiere al uso de una cantidad eficaz de SAA sola o
sales farmacéuticamente aceptables de la misma para la activacion y movilizacién asi como para la supervivencia de
MDSC, por ejemplo, para tratar enfermedades inflamatorias desreguladas excesivas.

Es decir, cuando se producen enfermedades inflamatorias desreguladas excesivas, como es el caso en septicemia,
en un individuo, se administran los compuestos segun la presente invencion a dicho individuo afectado con una
enfermedad inflamatoria desregulada excesiva para aliviar para ralentizar dicha inflamacién, o para reducir la
intensificacion de la inflamacién o para terminar las respuestas inflamatorias.

Ademas, se puede usar una cantidad eficaz de SAA sola o sales o solvatos farmacéuticamente aceptables de la
misma para suprimir la inflamacién en individuos afectados con enfermedades o afecciones inflamatorias
desreguladas.

Se pretende que los siguientes ejemplos ilustren la invencién adicionalmente.
Ejemplos
Materiales y métodos

Ratones. Se han usado ratones macho gp130f/f, gp130Ahepa, gp130StatAhepa y gp130RasAhepa a la edad de 8-
12 semanas, como se ha descrito previamente (Klein et al., 2005). Todos los experimentos fueron aprobados por El
Comité de Cuidado y Uso de Animales institucional. Todos los experimentos se llevaron a cabo segun la ‘Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals’ (publicacion del NIH 86-23, revisada en 1985).

Ligadura y punciéon cecal (CLP). Se indujo septicemia polimicrobiana por CLP. Brevemente, se anestesiaron los
ratones; el ciego se ligd y punzd dos veces con una aguja de 20G. Los ratones se controlaron cada 6 h durante 24 h
y después cada 12 h hasta el final del experimento (entre 5y 10 dias).

Choque endotoxico inducido por LPS. Los ratones recibieron LPS 20 mg/kg por via intraperitoneal y se
controlaron cada 6 horas durante y después cada 12 h hasta el final del experimento (entre 3 y 5 dias).

Aislamiento y cultivo de células. Se aislaron MDSC de bazos de ratones gp7130f/f 5 dias después de CLP.
Después del sacrificio, los bazos se explantaron y se aislaron esplenocitos por digestion con colagenasa. Se lisaron
glébulos rojos usando tampon de lisis Pharmlyse (BD Biosciences). Se purificaron MDSC de suspension celular por
separacion celular magnética (MACS, Miltenyi Biotec) usando bolas magnéticas conjugadas a anti-CD11b (Miltenyi
Biotec). Se determind la pureza por citometria de flujo. Solo se usaron preparaciones celulares con una pureza de
>90% para experimentos adicionales. Alternativamente, los ratones se inyectaron con LPS 5 mg/kg i.p. y 5 dias
después se purificaron esplenocitos CD11b'Gr1* por separacion de FACS (separador celular Influx, BD
Biosciences). Para experimentos de cultivo durante la noche, las células se mantuvieron en RPMI 1640 (Invitrogen)
suplementado con suero fetal de ternera inactivado por calor al 10% (Sigma). Se cultivaron MDSC con las siguientes
sustancias como se indica, TNF alfa murino (Peprotech), LPS (Sigma), SAA (Peprotech).

Para la generacion de macrofagos intraperitoneales, los ratones se inyectaron con 1 ml de tioglicolato (BD
Biosciences) por via intraperitoneal. Se recogieron las células totales después de 72 h y se sembraron a 1x10%ml en
RPMI 1640 (Invitrogen) suplementado con suero fetal de ternera al 10% (Sigma) y penicilina/estreptomicina al 1%
(Invitrogen). Después de cultivar durante la noche las células no adherentes se eliminaron y la pureza de los
macrofagos se confirmé por tincion de F4/80 y citometria de flujo.
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Se aislaron hepatocitos primarios de ratones gp130f/f y gp130Ahepa por perfusion con colagenasa como se ha
descrito previamente (Klein et al., 2005), se cultivaron 1x10° células en placas de cultivo de 6 cm con DMEM
(Invitrogen) que contenia glucosa 4,5 g/l, SFT al 10%, y penicilina/estreptomicina durante la noche. Las células se
estimularon con factor inhibidor de leucemia LIF 50 ng/ml (Peprotech) durante 6 h, y los sobrenadantes se
recogieron y almacenaron a -80°C.

Cultivo in vitro de MDSC. Las condiciones de cultivo se han usado previamente (Delano et al., 2007). Después de
la purificacion por MACS de MDSC esplénicas de ratones gp130f/f control cinco dias después de CLP. Las células
se sembraron a 10° células/ml en RPMI 1640 suplementado con suero fetal de ternera al 10%, I-glutamina 2 mM,
penicilina 200 U/ml, y estreptomicina 50 pg/ml, y se cultivaron durante la noche con los compuestos indicados. Para
los ensayos de suspension in vitro, se cocultivaron MDSC purificadas con macréfagos peritoneales o derivados de
médula 6sea, se estimularon con LPS (Sigma) y la posterior liberacion de citoquinas se midié por ELISA. En algunos
casos las MDSC se separaron de los macréfagos en placas transwell (tamafio de poro 0,4 ym, Corning Inc). Para los
estudios de migracion in vitro, se sembraron células CD11b"Gr1" esplénicas o derivadas de médula 6sea en placas
transwell (tamafio de poro 3 pm, Corning Inc.) y se afadieron cantidades crecientes de KC recombinante
(Peprotech) al pocillo inferior. Después de 3 h se contaron las células migradas en un hemocitémetro y se calculo el
indice de migracion de células migradas/no migradas.

Transferencia de MDSC adoptivas. Se aislaron MDSC como se ha descrito anteriormente, los ratones
gp130Ahepa recibieron 5x10° MDCS por via intravenosa 1 h y 24 h después de CLP. Se trataron ratones control con
volumenes iguales de NaCl.

Eliminacién de células Gr1*. Se han usado anticuerpos monoclonales contra Gr1 de células de hibridoma RB6-
8C5 (Tepper, R.1., et al, 1992, Science 257, 548-551) y ratones gp130f/f recibieron 10 mg/kg de anticuerpos 24 h
antes y 24 h después de CLP. La eficacia de la eliminacion se siguid por FACS. Los ratones control recibieron
anticuerpos IgG de isotipo no especificos.

Tratamiento de animales con SAA, KC e IL1Ra recombinantes. Los ratones recibieron 0,8 mg/kg de SAA
recombinante (Peprotech) o 40 ug/kg de KC (Peprotech) o una combinacién de ambas por via intravenosa 1 hy 24 h
después de CLP. Los ratones control recibieron el mismo volumen de solucién salina. Se inyecto IL-1Ra (Anakinra)
(Kineret, Amgen) por via subcutanea cada 4 h durante un periodo de 24 h.

Neutralizacion sistémica de SAA. Los ratones recibieron 50 mg/kg de una combinacién de anticuerpos
monoclonales anti-SAA (mc29 y mc4, 1:1) dirigidos contra la regiéon muy conservada (invariable) de SAA (véase
anteriormente) i.p. 12 h antes de 33 mg/kg 12 h después de CLP. Los ratones control recibieron cantidades
equivalentes de anticuerpos control inactivos (mc1). Los tres anticuerpos se describen en Linke et.al., J. Histochem,
Cytochem. 32. 322328 (1984).

Medidas de citoquinas. Se recogieron muestras de suero por sangrado a los tiempos indicados. Se midieron IL-6,
TNF, IFN-y y KC por ELISA (R&D Systems). SAA se midi6 por ELISA (Biosource). Se midieron IL-6, TNF, IL-12 e IL-
10 de sobrenadantes de cultivo celular por ELISA (R&D systems).

Citometria de flujo. Se incubaron suspensiones celulares con los anticuerpos conjugados a fluorocromos
enumerados a continuacion y se analizaron con un BD FACS Canto Il (BD Biosystems). CD45, Gr1 (ambos BD
Biosciences), CD11b (eBioscience).

Analisis por micromatrices génicas y PCR en tiempo real. Se sacrificaron ratones gp130f/f y gp130Ahepa sin
tratamiento previo o 12 h después de CLP. Se explantaron los higados y muestras de tejido se congelaron
inmediatamente. Se usaron muestras de ARN de higado de 3 ratones por grupo experimental para analisis por
micromatrices. Las muestras de ARN se prepararon e hibridaron en matrices Affymetrix GeneChip Mouse Genome
430 2.0. Los niveles de expresion génica se calcularon aplicando el algoritmo medio multichip robusto corregido por
contenido en GC (GCRMA) y un fichero Gene Chip Description File (CDF) remodelado. Se identificaron genes
diferencialmente expresados usando estadistica Limma. Los genes con un valor de p corregido similar o por debajo
de 0,05 y/o cambio en veces por encima de 1,5 o por debajo de -1,5 se consideraron significativamente regulados.
Las descripciones detallas de los métodos aplicados estan disponibles a peticion. Se usaron Ingenuity Pathway
Analysis (v5.5, Ingenuity Systems) y ErmineJ Gene Score Resampling para identificar las rutas de sefalizacion
canonicas mas significativamente cambiadas o procesos biolégicos Gene Ontology (GO) en ratones gp130f/f y
gp130Ahepa 12 h después del inicio de la septicemia, usando un valor de p similar a o por debajo de 0,05 como
criterio de entrada. Los cambios en veces de genes seleccionados se visualizaron en un diagrama de mapa de calor.

Se realizd analisis de PCR en tiempo real para confirmar los datos de la matriz génica. Se aisl6 ARN usando
columnas RNeasy (Qiagen) segun las instrucciones del fabricante. La sintesis de la primera hebra se realiz6 con
cebadores de oligo dT y la transcripcion inversa con transcriptasa inversa de M-MLV (Invitrogen). La PCR en tiempo
real cuantitativa se realizé6 usando SYBR Green Reagent (Invitrogen Corp.) en un sistema de PCR en tiempo real
ABI-Prism 7300 (Applied Bioscience). Las reacciones se realizaron en duplicado y se usaron valores de GADPH
para normalizar la expresion génica.
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Determinacion de la carga bacteriana. Los ratones se sacrificaron 24 h después de CLP. La cavidad peritoneal se
lavé y el liquido de lavado se sembré en placas de sangre-agar y placas de agar McKonkey en diluciones en serie.
Los bazos se retiraron, homogenizaron y sembraron en diluciones en serie en placas de agar. Se contaron unidades
formadoras de colonias después de incubacién durante la noche.

Determinacion de apoptosis por actividad caspasa-3 quinasa. Se cultivaron MDSC purificadas durante la noche
con los compuestos indicados. A continuacion las células se lavaron y lisaron a 4°C en Tris/HCI 5 mmol/l, pH 8,0,
acido etilendiaminotetraacético 20 pymol, Triton X-100 al 0,5%. Los lisados se clarificaron por centrifugaciéon a 13.000
g durante 10 min. La mezcla de reaccién contenia 30 ug de lisados celulares, 1000 pl de tampoén de ensayo (HEPES
20 mmol/l, pH 7,5, glicerol al 10%, ditiotreitol 2 mM), y sustrato de caspasa-3 20 mM (Ac-DEVD-AMC) (BD
Pharmingen). Después de 2 h de incubacion en la oscuridad, la actividad enzimatica se midi6 en espectrofotémetro
de luminiscencia (LS-50; Perkin-Elmer).

Determinacion de apoptosis por tincion de anexina-V. Las células se tifieron para CD45, Gr1 y CD11b seguido
por incubacion con anexina-V-FITC (BD Biosciences) y se analizaron por citometria de flujo.

Analisis estadistico. Se determind la significacion estadistica por la prueba de la t de Student bilateral para datos
independientes implementada en Excel (version 11.0, Microsoft).

En el presente documento se muestra que la deficiencia en gp130 hepatica disminuye gravemente la supervivencia
de ratones gp130Ahepa durante la septicemia polimicrobiana comprados a hermanos de camada controles (Fig. 1A).
Los ratones control tenian sitios loxP flanqueando el exén 16 del gen de gp130, pero no expresaban la recombinasa
Cre (gp130f/f). Los efectos protectores de la sefializacion de gp130 hepatica requeria la activacion de Stat3,
demostrado por una supervivencia marcadamente disminuida de gp730StatAhepa comparado con animales
gp130f/f y gp130RasAhepa. Las citoquinas proinflamatorias como IL-6, TNF e interferon gamma (IFN-y) estan muy
implicadas en la patogénesis de choque séptico y posterior insuficiencia organica. En modelo de ratén descrito en el
presente documento, los niveles de estas citoquinas alcanzan un pico a las 6 h en todos los animales. En contraste,
mientras que los niveles de citoquinas sistémicas se normalizaron rapidamente en ratones gp130f/f controles y
gp130RasAhepa, se mantuvieron persistentemente elevados después de 24 y 48 h en animales gp7130Ahepa y
gp130StatAhepa.

A continuacion, se exploré la posibilidad de que la depuracion bacteriana deficiente en ratones que carecen de
sefializacion gp130/Stat3 hepatica produjera niveles de citoquinas elevados. Sin embargo, cuando se examinan los
recuentos bacterianos de la cavidad peritoneal y el bazo, sembrando diluciones en serie del liquido de lavado
peritoneal u homogenizados de bazo 12 h después de CPL, no se han encontrado diferencias entre los grupos y casi
todos los animales habian depurado las bacterias de los bazos después de 36 h. Ademas, el reclutamiento de
leucocitos a la cavidad peritoneal era igual en todos los grupos (Fig. 1B) lo que indica que la respuesta inmunitaria
innata estaba intacta. Esto sugeria que la contrarregulacion alterada de la respuesta inflamatoria inicial mas que la
defensa antibacteriana deficiente era responsable para la inflamacion exacerbada y mortalidad aumentada de
ratones gp130Ahepa. Para probar adicionalmente esta hipétesis se indujo choque endotoxico estéril por inyeccion
de lipopolisacarido (LPS). Similar al modelo de infeccion, la deficiencia de gp130 hepatica aumenté fuertemente la
mortalidad (Fig. 1C) y causo6 inflamacion prolongada (Fig. 1D). Se han estudiado efectos intrinsecos de higado
adicionales durante la septicemia y se ha encontrado que los ratones gp730Ahepa mostraron niveles en suero de
enzimas hepaticas marcadamente elevados (Fig. 1E) y necrosis de hepatocitos pronunciada comparados con
ratones gp130f/f después de CLP. La lesién hepatica aumentada no solo reflejaba la gravedad de la inflamacion
sistémica sino que también confirmaba la funcion autoprotectora de la sefializacion IL-6/gp130 en hepatocitos.
Colectivamente, estos experimentos sugerian que factores derivados del higado eran esenciales para controlar la
respuesta inflamatoria a la infeccion.

A continuacion se investigo si la inflamacién desregulada en ratones gp130Ahepa estaba asociada con cambios en
la composicién de células inmunitarias en la sangre periférica, 6rganos linfoides y el higado. Especialmente se
enfocé en las MDSC, una poblacion inmadura de células (precursoras) mieloides caracterizada por expresion de
superficie de CD11b y Gr1 en ratones. Las MDSC han ganado recientemente atencion significativa por su papel en
neoplasias malignas. De forma interesante, un estudio previo describié la expansion de MDSC en la médula 6sea y
acumulacioén en el bazo de ratones sépticos (Delano et al., 2007). Por tanto, se ha seguido la expansién de células
CD11b*'Gr1* en la médula ésea, asi como su movilizacién a la sangre periférica y la acumulacion en el bazo,
ganglios linfaticos y el higado de ratones a varios tiempos después de la induccidon de septicemia polimicrobiana.
Como se muestra en el presente documento aunque las células CD11b"Gr1* se expandieron de forma similar en la
médula 6sea de todos los ratones, la poblacién de células CD11b*'Gr1" circulantes en la sangre estaba
significativamente reducida en ratones gp130Ahepa (Fig. 2A, B). Se ha observado la acumulacion adicional de
MDSC en los bazos de ratones control gp130f/f sépticos como se ha descrito previamente (Delano et al., 2007) (Fig.
2A, B). Sin embargo, el enriquecimiento esplénico de MDSC después de CLP estaba completamente bloqueado en
animales gp130Ahepa, como se demuestra por citometria de flujo y microscopia de inmunofluorescencia (Fig. 2A,
B). La acumulacién hepatica de células CD11b"Gr1" también estaba significativamente disminuida en ratones
gp130Ahepa. No se observd aumento de MDSC en ganglios linfaticos mesentéricos en ninguno de los animales.
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Estos datos sugieren fuertemente que las sefiales dependientes de gp130 en el higado facilitaban la movilizacién y
acumulacién periférica de MDSC durante la septicemia polimicrobiana.

La tincion CD11b/Gr1 positiva no es Unica para MDSC especialmente en compartimentos con numeros
relativamente altos de células mieloides como la médula 6sea y la sangre periférica. La poblacion de células
CD11b*Gr1" por tanto no es necesariamente equivalente a MDSC. En ausencia de marcadores de superficie
exclusivos las MDSC se definen mejor funcionalmente, a través de su capacidad de suprimir respuestas
inmunitarias. Por tanto, se analizaron sus funciones durante la septicemia. Se han reconocido células mieloides con
funciones antiinflamatorias en ratones con tumores durante mucho tiempo (Young et al., 1987), pero su significacion
funcional para la evasidon inmunitaria tumoral, angiogénesis y metastasis solo se ha apreciado mas ampliamente
recientemente (Nagaraj et a., 2007; Yang et al., 2008). Las MDSC también se han implicado en otros estados
patolégicos como autoinmunidad (Haile et al., 2008; Zhu et al., 2007). Sin embargo, a pesar de avances
significativos en cancer, solo hay datos limitados sobre las funciones de MDSC en infecciones y septicemia. Se ha
descrito expansion de MDSC con propiedades supresoras de células T durante la septicemia en ratones (Delano et
al., 2007). A diferencia de muchos canceres, su contribucion a la progresion de la enfermedad y supervivencia del
huésped durante infecciones todavia esta sin definir. Por tanto, un fin de la presente invencion es establecer un
enlace entre deficiencia de gp130 hepatica, posterior alteraciéon de la acumulacion de MDSC y supervivencia
reducida. Se han elegido dos enfoques independientes para probar la relevancia de MDSC para la supervivencia del
huésped. Primero se eliminaron MDSC Gr1* en ratones control usando un anticuerpo monoclonal dirigido contra
Gr1. La eliminacion de MDSC aumenté significativamente la mortalidad comparada con ratones tratados con
anticuerpo de isotipo control (Fig. 3A, B). Puesto que el tratamiento anti-Gr1 no es especifico para MDSC y también
se dirigiria a otras células Gr1" como neutrdéfilos, se decidié transferir adoptivamente MDSC, aisladas de higados de
donantes gp130f/f 5 dias después de CLP, en animales gp7130Ahepa. MDSC purificadas de bazos de ratones
gp130f/f mostraron una heterogeneidad morfoldgica y fenotipo inmaduro caracteristicos. Aproximadamente el 50%
de las células CD11b"Gr1" expresaban Ly6G, un marcador asociado con el subconjunto PMN de MDSC. De forma
importante, las MDSC invirtieron eficazmente los efectos perjudiciales de la deficiencia de gp130 hepatica durante la
infeccion (Fig. 3C). La transferencia de MDSC aumento6 la supervivencia de ratones gp730Ahepa a niveles de tipo
salvaje (Fig. 3C), lo que demuestra un papel clave de las MDSC en regular las respuestas inflamatorias a la
infeccion. Estudios previos han mostrado funciones supresoras de MDSC en células T (Delano et al., 2007). En el
presente documento se muestra que MDSC esplénicas inducidas por septicemia purificadas inhibian la liberacion de
citoquinas proinflamatorias inducida por LPS al tiempo que inducian fuertemente la produccién de IL-10 en
macrofagos primarios (Fig. 3D, E). Este efecto distorsionador dependia de la activacién de MDSC in vivo. Las
células CD11b"Gr1" que se separaron de los bazos de ratones sin tratar tenian fuertemente alterada su capacidad
de inhibir la liberacion de IL-12 e inducir la produccién de IL-10 en macréfagos tratados con LPS (Fig. 3E). La
preactivacion de células CD11b"Gr1" de ratones no tratados previamente con LPS in vitro antes del cocultivo con
macrofagos, parcialmente restablecié la induccion de IL-10 pero fracasé para recuperar la inhibicion de la produccion
de IL-12 (Fig. 3E). Por tanto, las MDSC generadas durante la infeccion muestran un fenotipo antiinflamatorio fuerte,
en contraste a las células CD11b'Gr1" esplénicas en condiciones de estado estacionario. Las funciones
antiinflamatorias de MDSC eran en gran parte dependiente de contacto directo célula-célula. La separacion de
MDSC y macrofagos en un sistema Transwell redujo fuertemente la induccion de IL-10, sin embargo, solo bloqued
parcialmente la supresion de IL-12, lo que indica que factores solubles adicionales como TGF-3 también pueden
desempenfar un papel. Los resultados mostrados en el presente documento sugieren que la interaccion directa de
MDSC con células efectoras innatas puede constituir un mecanismo autorregulador novedoso de respuestas
inmunitarias innatas a la infeccion.

Hasta ahora, el conocimiento sobre factores y condiciones que inducen la produccion y funcién de MDSC asi como
su migracion a tejidos periféricos u érganos linfoides es incompleto. Observaciones hechas en modelos de cancer
murinos han sugerido que factores derivados de tumores inducen la expansion de MDSC e inhiben su diferenciacion
a CD por activacion de rutas de la quinasa Janus (JAK)2/Stat3 en MDSC (Nefedova et al., 2004). En el presente
modelo, la sefalizacion por JAK2/Stat3 en células hematopoyéticas estaba intacta y no se han observado
diferencias en la expansion de células CD11b"Gr1* en la médula ésea (Fig. 2A, B). En su lugar, la delecidn
especifica de hepatocitos de la sefializacion gp130/Stat3 anuld la acumulacion periférica de MDSC. Por tanto, el fin
era identificar factores dependientes de gp130 derivados de higado que estuvieran implicados en la movilizacion y
acumulacion periférica de MDSC, controlando de esta manera la inflamacién. El analisis transcripcional de 16.475
genes por micromatriz génica en muestras de tejido hepatico tomadas de ratones gp130f/f y gp130Ahepa sin tratar y
sépticos revelod un total de 3.936 genes que estaban regulados mas de 1,5 veces 12 h después de CLP, 2.266 de los
cuales estaban diferencialmente regulados por gp130. Enfocandose en proteinas secretadas, se advirtieron tres
grupos de genes con una induccion dependiente de gp130 particularmente fuerte: 1. PFA clasicas como alfa-2-
macroglobulina, CRP o amiloide A de suero (SAA), 2. quimioquinas con actividad quimiotactica en células mieloides,
como CXCL1 (KC), CXCL2 o Ccl3 (MIP-1a), y 3. citoquinas antinflamatorias como el antagonista del receptor de IL-1
(IL1Ra). Estos resultados se confirmaron adicionalmente RT PCR en tiempo real (Fig. 4A). Segun esto, los niveles
en suero de SAA y CXCL1 estaban fuertemente elevados en ratones gp130f/f pero no en gp130Ahepa 24 h después
de CLP, lo que muestra que la sefalizacion de gp130 hepatica controla los niveles sistémicos de estas proteinas
(Fig. 4B). Los niveles de transcrito de IL-6 también estaban significativamente reducidos en ratones gp7130Ahepa
comparados con los controles (8,3 frente a 1,9 veces de induccién, datos no mostrados), lo que es digno de notar ya
que se cree ampliamente que el higado es una fuente principal de IL-6 y TNF durante la septicemia. En contraste se
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encontré que los ratones gp130Ahepa mostraron niveles en suero elevados de IL-6 después de CLP a pesar de
producciéon hepatica reducida de IL-6. No se encontré que los niveles de transcrito hepatico de TNF estuvieran
diferencialmente regulados por gp130. Esto sugiere una producciéon principalmente extrahepatica durante la
septicemia, por ejemplo, en macrofagos activados por productos microbianos.

Habiendo identificado genes hepaticos regulados por gp130 durante la infeccion polimicrobiana, el fin era determinar
sus contribuciones funcionales a la regulacion de la respuesta inflamatoria y acumulacién de MDSC. Para este fin,
ratones gp130Ahepa que fracasaron en inducir SAA, CXCL1 e IL1Ra se han tratado con las proteinas
recombinantes respectivas. La administracion de SAA o CXCL1 sola parcialmente restablecio la supervivencia (Fig.
5A, B), mientras que la combinacion de ambas proteinas completamente rescaté ratones gp7130Ahepa normalizando
los indices de supervivencia y niveles sistémicos de citoquinas (Fig. 5A, B, D). En acusado contraste, el tratamiento
con la citoquina antiinflamatoria IL1Ra (Anakinra) produjo mortalidad del 100% de los ratones gp7130Ahepa después
de 4 d (Fig. 5C). Los efectos perjudiciales del tratamiento con IL1Ra pueden ser debidos a depuracion bacteriana
alterada o reparacion defectuosa de tejidos en ausencia de IL-1.

Notablemente, la administracion de KC recombinante, conocida como un potente quimioatrayente para células
polimorfonucleares, elevé significativamente el nimero de células CD11b"Gr1" circulantes en ratones gp730Ahepa
sépticos. KC recombinante también indujo quimiotaxis de MDSC purificadas in vitro. En contraste, los nimeros de
MDSC esplénicas estaban solo marginalmente elevados en animales gp7130Ahepa tratados con KC. Por tanto, era
concebible que KC estuviera implicada en la movilizacion de células mieloides desde la médula ésea, mientras que
la acumulacién de MDSC en el bazo requeria factores adicionales. Por tanto se probé la capacidad de SAA para
restablecer MDSC esplénicas. SAA se considera principalmente como una proteina proinflamatoria con propiedades
activadoras en células inmunitarias maduras, y también se ha implicado en la patogénesis de inflamacién crénica
como ateroesclerosis. El tratamiento con SAA de ratones gp130Ahepa durante la septicemia redujo eficazmente la
mortalidad (Fig. 5B, D) y la inflamacion, pero de forma importante, casi restablecié los numeros de MDSC en el bazo
especialmente cuando se dio en combinacién con KC, lo que demuestra que SAA era sufriente para rescatar ratones
gp130Ahepa durante la septicemia. Sin embargo, no estaba claro si SAA se requeria en el contexto de un APR
intacto. Bloquear la actividad de SAA en ratones gp7130f/f por inyeccion de anticuerpos neutralizantes anti-SAA
aumento fuertemente la mortalidad relacionada con septicemia y niveles sistémicos de citoquinas (Fig. 5F, G).
Dadas las grandes cantidades y gran variedad de PFA producidas durante la septicemia, fue sorprendente encontrar
que la inhibicién de SAA sola tenia tales efectos drasticos e indica un papel central para esta PFA en la regulacion
de la respuesta inflamatoria a la infeccion. Por tanto, las PFA hepaticas fomentan la acumulacion de MDSC y
regulan la inflamacién durante la septicemia. Sin embargo, como las MDSC emigran al bazo y no a otros 6rganos
linfoides como el ganglio linfatico mesentérico no esta claro hasta este punto y necesita investigacion adicional.

El higado podria ser una fuente potente de proteinas que inducen MDSC no solo en septicemia sino potencialmente
también en cancer. A este respecto también es digno de menciéon que se ha mostrado que las MDSC se acumulan
en carcinoma hepatocelular humano, un cancer que se sabe que escapa notoriamente a respuestas inmunitarias
antitumorales (Hoechst et al., 2008).

Ademas de JAK2/Stat3, cuyo papel para la induccion de MDSC se ha estudiado principalmente en neoplasias
malignas, se mostré previamente que la expansion de MDSC durante la septicemia polimicrobiana requeria
sefializacion de MyD88 (Delano et al., 2007). Sin embargo, no esta claro si la activacion directa de MyD88 en
MDSC, o alternativamente mecanismos indirectos como produccion dependiente de MyD88 de citoquinas como IL-6
son responsables para estos efectos. La presente invencion no aborda directamente este asunto, pero los resultados
demuestran que citoquinas IL-6 y posterior sefializacion de gp130 dependiente de MyD88/NFkB en hepatocitos es
un elemento crucial para la acumulacion periférica de MDSC en septicemia. Este concepto es intrigante porque
implica un mecanismo de retroalimentacion negativa novedoso de respuestas inflamatorias mediadas por TLR.

La contraccion de células inmunitarias, particularmente linfocitos, durante infecciones graves es un fenédmeno bien
conocido. Aqui, se encontré un mayor porcentaje de MDSC apoptéticas anexinaV* en bazos de ratones gp7130Ahepa
comparados con ratones gp130f/f. De forma interesante, la fraccion apoptoética estaba significativamente reducida en
animales gp130Ahepa tratados con SAA. Por tanto se razoné que SAA fomenta la supervivencia de periféricos. Por
tanto se probo el potencial de SAA recombinante para inhibir apoptosis de MDSC aislados de bazos de ratones
sépticos. En efecto, se encontré que tanto SAA recombinante como sobrenadante de hepatocitos primarios
estimulados de ratones gp130f/f pero no de gp130Ahepa prevenian la apoptosis de MDSC inducida por TNF (Fig. 6).
Los hepatocitos primarios aislados de ratones gp130f/f y gp130Ahepa controles se estimularon con factor inhibidor
de leucemia, un fuerte agonista de gp130, para inducir la produccion de proteinas dependiente de gp130. La adicién
de SAA al sobrenadante de hepatocitos gp7130Ahepa restablecié completamente la capacidad antiapoptética (Fig. 6),
lo que demuestra que SAA derivada de higado, producida en respuesta a la activacion de gp130 protege a las
MDSC de apoptosis. Por tanto, SAA inhibe |la apoptosis de MDSC in vitro e in vivo. El mecanismo subyacente al
efecto antiapoptoético de SAA no esta claro actualmente. De forma interesante, SAA se identificd recientemente
como un ligando endégeno de TLR2 que activa la sefalizacion de MyD88 (Cheng et al., 2008a). Por tanto es
concebible que SAA active TLR2/MyD88 en MDSC para protegerlas de apoptosis. Esto también estaria en linea con
el requisito previamente descrito para MyD88 para la expansion de MDSC durante septicemia (Delano et al., 2007).
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Colectivamente, estos resultados definen un papel esencial de las proteinas derivadas del higado en regular la
movilizaciéon y supervivencia de MDSC en septicemia, y la produccion de estos factores requiere la sefializacion
gp130/Stat3 en hepatocitos.

En resumen, la presente invencién demuestra que las MDSC tienen potentes funciones antiinflamatorias protectoras
del huésped durante infecciones polimicrobianas. Los animales gp7130Ahepa que fracasaron en acumular MDSC en
el bazo padecian inflamacién desregulada y mortalidad aumentada. La transferencia adoptiva de MDSC esplénicas
en ratones gp130Ahepa confirié proteccion. Se sabe que las células inmunitarias adaptivas se requieren para
controlar las respuestas inmunitarias innatas a infecciones (Kim et al., 2007). Como se muestra aqui (Fig. 3) y
previamente en MDSC derivadas de cancer (Sinha et al., 2007), las MDSC pueden interaccionar directamente con
macrofagos e inhibir la liberacion de citoquinas proinflamatorias. Por tanto, representan un componente
autorregulador del sistema inmunitario innato, que contribuye a equilibrar cuidadosamente la respuesta inflamatoria
a la infeccion bacteriana y septicemia.

Los resultados como se muestran en el presente documento enlazan directamente las funciones de MDSC durante
la infeccion a PFA hepaticas inducidas por la activacion de gp130/Stat3. Nuestro estudio muestra que las PFA son
reguladores cruciales de las respuestas inflamatorias a la infeccion y resalta la estrecha relacion entre hepatocitos y
células inmunitarias innatas y SAA desempefia un papel clave en este proceso regulador.

Formas de realizacion adicionales que no son parte de la invencion son:

una composicion farmacéutica que contiene como un principio activo una cantidad eficaz de i) SAA, CRP y/o CXCL-
1 o analogos o fragmentos activos de las mismas o ii) inhibidores de la actividad de SAA, CRP y/o CXCL-1, o una
sal farmacéuticamente aceptable de i) o ii) para el uso en el tratamiento de enfermedades o afecciones inflamatorias
desreguladas influyendo la actividad de células supresoras de origen mieloide (MDSC);

la composicion farmacéutica que contiene como principio activo una cantidad eficaz de SAA, CRP y/o CXCL-1 o
analogos o fragmentos activos de las mismas o una sal farmacéuticamente aceptable de las mismas para uso en la
reduccion, mejora o terminacion de respuestas inflamatorias o ralentizacion de la propagacion o intensificacion
adicional de inflamacién o una enfermedad asociada con enfermedades o afecciones inflamatorias desreguladas
aumentando la actividad de MDSC;

la composicion farmacéutica que se usa en el tratamiento de enfermedades autoinflamatorias o enfermedades
autoinflamatorias con componentes autoinmunitarios o enfermedades autoinmunitarias incluyendo Ell, artritis
reumatoide, psoriasis, esclerosis multiple, hepatitis autoinmunitaria, rechazo a trasplante, enfermedad de injerto
contra el huésped o del huésped contra el injerto, dafio hepatico tdxico agudo y toxico crénico, enfermedades
inflamatorias locales y sistémicas;

la composicién farmacéutica que se usa en la terapia de sindrome de respuesta inflamatoria sistémica, septicemia,
septicemia grave, choque séptico, sindrome de disfuncion multiorganica, sindrome de insuficiencia de multiples
organos o rechazo a trasplante agudo;

la composicién farmacéutica que contiene como principio activo una cantidad eficaz de un inhibidor de la actividad
de SAA, CRP y/o CXCL-1, en particular anticuerpos neutralizantes contra SAA, CRP y/o CXCL-1, o una sal
farmacéuticamente aceptable de los mismos para uso en el tratamiento de neoplasias malignas o enfermedades o
afecciones inflamatorias desreguladas, por lo cual la respuesta inflamatoria se suprime, mediante la inhibicion de
acumulacion, frecuencia y/o actividad de MDSC;

el principio activo que es una cantidad eficaz de SAA, un analogo o fragmento activo de la misma, o un inhibidor de
SAA, o una sal farmacéuticamente de la misma;

el principio activo que es una cantidad eficaz de SAA, un analogo o fragmento activo de la misma, en combinaciéon
con CXCL-1, un analogo o fragmento activo de la misma, o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma;

la composicion farmacéutica que comprende aditivos o sustancias auxiliares farmacéuticos y, preferiblemente, un
soporte, excipiente o diluyente farmacéuticamente aceptable;

el uso de una cantidad eficaz de SAA, CRP y/o CXCL-1 o analogos o fragmentos activos de las mismas, o sales
farmacéuticamente aceptables de las mismas, para la activacién y movilizacion de MDSC para tratar enfermedades
o afecciones inflamatorias desreguladas excesivas;

el uso de una cantidad eficaz de inhibidores de la actividad de SAA, CRP y/o CXCL-1 o una sal farmacéuticamente

aceptable de los mismos para reducir la frecuencia, acumulacion y/o actividad, y/o para eliminar MDSC para tratar
enfermedades o afecciones caracterizadas por respuesta inmunitaria suprimida;
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el uso de una cantidad eficaz de SAA, CRP y/o CXCL-1 o analogos o fragmentos activos de las mismas, o sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos, para suprimir la inflamacion en individuos afectados con
enfermedades o afecciones inflamatorias desreguladas;

un método para el tratamiento de enfermedades o afecciones inflamatorias desreguladas, en particular, septicemia,
administrando una cantidad eficaz de un principio activo de SAA, CRP y/o CXCL-1 o analogos de fragmentos activos
de las mismas o sales farmacéuticamente aceptables de las mismas a un individuo en necesidad de ello; y

un método para el tratamiento de neoplasias malignas en individuos administrando una cantidad eficaz de un
inhibidor de SAA, CRP y/o CXCL-1 o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos para inactivar, eliminar o
suprimir de otra manera MDSC.

Delano, M.J., et al., 2007. J Exp Med. 204:1463-74.
Haile, L.A., et al., 2008. 135:871-81, 881 e1-5.

Hoechst, B., et al., 2008. Gastroenterology. 135;234-43.
Kim, K.D., et al., 2007. Nat Med. 13:1248-52.

Klein, C., T. et al., 2005. J Clin Invest. 115:860-9.
Nagaraj, S., et al., 2007. Nat Med. 13:828-35.
Nefedova, et al., 2004. J Immunol. 172:464-74.
Rebouissou, S., et al., 2009. Nature. 457:20

Sander, L., et al., 2009. J of Hepatology. 50: pagina S280
Sinha, P., et al., 2007. J Immunol. 179:9

Yang, L., et al., 2008. Cancer Cell. 13:23-35.

Young, et al., 1987. Cancer Res. 47:100-5.

Zhu, B., et al., 2007. J Immunol. 179;5228-37.

Lista de secuencias
<110> RWRH Aachen
<120> Composicién farmacéutica para tratamiento dirigido de fase aguda de enfermedades o afecciones
inflamatorias
desreguladas agudas y cronicas.
<130> 4589-003
<160> 10
<170> Patentln versién 3.3
<210> 1
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> péptido

<400> 1
r Ile Gly Ser As
IY y 5 P

<210> 2
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> péptido

<400> 2
‘{yr Ile Gly Ser grg

<210> 3
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<211> 1103
<212> ADN

<213> humano

<220>
<221> CDS

<222> (80)..(403)

<400> 3

cacagagcec gggecgecagg cacctectcg Ccagetettc Cgcercctete acagecgeca
gacccgectg ctgagecce atg gecc cgc
Tet Ala Arg

aat ccC Cgg Ctc ctg cga gt
Asn Pro Arg !igl.l Leu

Ala
30

cag tgc ttg cag acc
Gln c§s Leu G1n Thr
4

gtg aac gtg aag tcc
d five

al Asn va
60

gcc aca ctc aag aat
Ala Thr Leu Lys gsn

ata gtt aag aaa atc
Ile val Lys ;¥s Ile

gct g?c €gg cgc gea
y Arg Arg Ala

Lys Ser

Arg Va

gca
Ala

Ctg cag gga att cac
Leu ?An Gly Ile His

€cc gga ccc cac tgc
2;0 Gly Pro His Cys

&

atc
Ile
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ct gct ctc tcc gec gec ccc age
la ?Ia Leu Ser Ala Ala ;50 ser

gca ctg ctg
Ala 58" Leu

gcg tec gt
g;a Ser Va?

ctC ¢tg CtC ¢tg gta gecc
Leu Leu Leu Egu val Ala

g?a geec act gaa ctg cgc tgc
Gly ¢

Ala Thr éu Leu Arg Cys

agt
ser

CcC aag aac atc caa
Pro ggs Asn Ile GIn

& Vat

ctc aat cct gea tce
Leu Asn Pro Ala asr

ata
Ile
75

cce
Pro

gce caa acc
?Aa GIn Thr

g :gg taa ggt tgc
y Arg Lys Ala Cys
&

aa aag atg ctg

aac agt gac aaa tcc aac
Tu Lys Met Leu
100

Asn Ser Asp Lxs ser Asn
105

tga ccagaaggga ggaggaaget cactggtgge tgttcctgaa ggaggecctg

cccttatagg
taatgtgttt
gaagattcta
cacactgtcc
attcatattt
ttctgaggag
gccaatgaga
agatgaatgt
tgttgaaact
gtaaggcata
gcttaattat
<210>4

<211> 107
<212> PRT

aacagaagag
gagcateget
tgtraatatt
tattatattc
aatttgaagg
cctgcaacat
tcattgtgaa
cagttgttat
ttaagaacta
ctgccttgtt
tgatgttttc

<213> CXCL1 humano

<400> 4

gaaagagaga cacagctgca gaggecacct ggattgrgce
taggagaagt cttctattta tttatttatt cattagtttt
ttaggtgtaa aataattaag ggtatgatta actctaccty
aticrititg aaatgtcaac cccaagttag ttcaatctgg
tagaatgttt tcaaatgttc tccagtcatt atgttaatat
gccageccact gtgatagagg ctggcggatc caagcaaatg
ggcaggggaa tgtatgtgca catctgtttt gtaactgttt
ttattgaaat gatttcacag tgtgtggtca acatttctca
aaatgttcta aatatccctt ggacatttta tgtctttett
taatggtagt tttacagtgt ttctggctta gaacaaaggg
atagagaata taaaaataaa gcacttatag
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Met Ala Arg Ala Ala Leu Ser Ala Ala Pro Ser Asn Pro Arg Leu Leu
1 5 10 15
Arg val Ala Leu Leu Leu Leu Leu Leu val Ala Ala Gly Arg Arg Ala
20 25 30
Ala Gly Ala ser val Ala Thr Glu Leu Arg Cys Gln CZS ‘Lev GIn Thr
35 40 4
Leu G1n Gly Ile His Pro Lgs Asn Ile Gln Ser val Asn val Lys ser
50 5 60
Pro Gly Pro His Cys Ala GIn Thr Glu val Ile Ala Thr Leu Lys Asn
65 70 75 80

Gly Arg Lys Ala Cys Leu Asn Pro Ala Ser Pro Ile val Lys Lys Ile
85 90 95

I1e Glu Lys Met Leu Asn Ser Asp Lgs ser Asn
100 105

<210>5

<211>716

<212> ADN

<213> SSA1 humano

<220>
<221> CDS
<222> (224)..(592)

<400> 5
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aggctcagta taaatagcag ccaccgerce ctggcaggca gggacccgea getcagetrac 60
agcacagatc aggtgaggag cacaccaagg agtgattttt aaaacttact ctgttttcte 120
tttcccaaca agattatcat ttcctttaaa aaaaatagtt atcctggggc atacagecat 180

accattctga aggtgtctta tctcctctga tctagagage acc atg aag ctt ctce 235
;et Lys Leu Leu

acg gge ctg gtt ttc tge tcec ttg gtec ctyg g?t gtc agc age cga age 283
5hr Gly Leu val Phe czs ser Leu val Leu G y val Ser Ser Arg ggr

tte ttt tcg ttc ctt g?c gag t ttt gat g ?o gct cgg gac atg tgg 331
Phe Phe Ser Phe Leu G a Phe Asp Gly Ala Arg Asp Met Trp

25 30 35

aga gcc tac tct gac atg aga gaa g ¢ aat tac atc g¥c tca gac aaa 379
Arg Ala Tyr igr ASp Met Arg Glu }a Asn Tyr Ile Gly gar ASp Lys

tac ttc cat gct ¢ aac tat gat gct gec aaa agg q a cCt ggg 427
g1a A?3 g?g gs 21 gla LyS Arg y Pro qu

Tyr Phe His
55

y AsSh al"

g?t gee tgg gaa gtg atc age gat gcc aga gag aat atc cag 475

y 7%a Trp Tu va Ile ser Asp Ala gag Glu Asn Ile GIn
aga ttc ttt c cat got gcg ga tcg ctg gCt gat cag gct gec 523
Agg Phe Phe y is 2? g1g 218 g ser Leu Ala 2sp GIg g1a 21a
85 95 100
aat gaa t c agg agt ggc¢ aaa gac ¢¢¢ aat cac ttc cga cct get 571
Asn Glu ng 2?y Agg sgr g?y Lys Asp Prg Asn His Phe Arg Pro Ala

10 110 115

g?c ctg cct 2a9 aaa tac tga gettcctctt cactcetgete tcaggagate 622
Gly Leu Pro Glu Lys Tyr

tggctgtgag gecctcaggy cagggataca aageggggag agggtacaca atgggratct 682
aataaatact taagaggtgg aatttgtgga aact 716

<210> 6

<211>122

<212> PRT

<213> SAA1 humano

<400> 6
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Met Lys Leu Leu Thr Gly Leu val phe css ser Leu val Leu Gly val
1 5 : 1 15
ser Ser Arg Ser Phe Phe Ser Phe Leu Gly Glu Ala Phe Asp Gly Ala
20 25 30
Arg Asp Met Trp Arg Ala Tyr Ser Asp Met Arg Glu Ala Asn Tyr Ile
35 40 45
Gly Ser Asp Lys Tyr Phe His Ala Arg Gly Asn Tyr Asp Ala Ala Lys
y 50 p Lys Ty 55 g Gly 'gg P y
Arg Gly Pro Gly Gly Ala Trp Ala Ala Glu val 1le Ser Asp Ala Ar
65g Y ? Gly 6y 70 P 75 P 80g
Glu Asn Ile Gin Arg Phe Phe Gly His Gly Ala Glu Asp Ser Leu Ala
85 90 95
Asp Gln Ala Ala Asn Glu Trp Gly Arg Ser Gly Lys Asp Pro Asn His
P 100 P oY 10? Y P 110
Phe Arg Pro Ala Gly Leu Pro Glu Lys Tyr
9 115 Y 120 ye

<210>7

<211> 545

<212> ADN

<213> SSA2 humano

<220>
<221> CDS
<222> (38)..(406)

<400>7

agggacccge agetcageta cagcacagat cagcacc atg aag ctt ctc acg gqc
l;e LyS Leu Leu 1s'hr y

Ctg gtt ttc tgC tcc ttg gt¢ ctg agt gtc age age cga age tte ttt
Leu val phe %s ser Leu val Leu igr val ser Ser Arg ggr Phe Phe

tcg tte ctt g?c gag gct ttt gat g?g gct Ccgg gac atg tgg aga g¢c
ser Phe Leu Gly Glu Ala Phe Asp Gly Ala Arg Asp Met Trp Arg Ala
25 30 35

tac tct gac atg aga gaa gcc aat tac atc g?c tca gac aaa tac tte
TYr isr Asp Met Arg Glu :}a Ash Tyr Ile Gly .fs»gr Asp Lys Tyr Phe

cat gct Cgg ggg aac tat gat gct QCcC aaa agg g?a cct ggo got gec
?;s Ala Arg Gly Asn ar Asp Ala Ala Lys gfs'g Gly Pro Gly Gly %a

tgg gct gea gaa gtg atc age aat gec aga gag aat atc cag aga Cte
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Trp Ala Ala Glu val Ile Ser Asn Ala Arg Glu Asn Ile GIn Arg Leu
75 80 8%

aca ggc cgt ggt gcg gag gac tcg Ctg gce gat cag get gec aat aaa
Thr G?y Arg gZy Ala Glu Asp seg ggg 21& sp G'lg 2la 3&8 Asn Lys

tgg g?c agg agt g?c aga gac ccc aat cac tic cga cct get g?c ctg
Trp Gly 25? Ser Gly Arg Asp ;{8 Asn His Phe Arg ;{g Ala Gly Leu

CCT gag aaa tac tga gcttectctt cactctgetc tcaggagacc tggctatgag
Pro gg Lys Tyr

gecctegggg cagggataca aagttagtga ggtctatgtc cagagaaget gagatatgge

atataatagg catctaataa atgcttaaga ggtggaaaa

<210> 8

<211>122

<212> PRT

<213> SAA2 humano

<400> 8
Met Lys Leu Leu Thr Gly Leu val Phe czs Ser Leu val Leu Ser val
1 5 1 15

ser ser Arg Ser Phe Phe Ser Phe Leu Gly Glu Ala Phe Asp Gly Ala
20 25 30
Arg Asp Met Trp Arg Ala Tyr Ser Asp Met Arg Glu Ala Asn Tyr Ile
35 40 45
Gly Ser Asp Lys Tyr Phe His Ala Arg Gly Asn Tyr Asp Ala Ala Lys
50 4 S5 9 16.5 Y
Arg Gly Pro Gly Gly Ala Trp Ala Ala Glu val Ile Ser Asn Ala Ar
65g y Sl 70 P 75 80g
Glu Asn Ile Gln Arg Leu Thr Gly Arg Gly Ala Glu Asp Ser Leu Ala
85 90 95
Asp GIn Ala Ala Asn Lys Trp Gly Arg Ser Gly Arg Asp Pro Asn His
P 100 Y poly 10‘51 i 110

Phe Arg Pro Ala Gly Leu Pro Glu Lys Tyr
s 115 120

<210>9

<211> 2024

<212> ADN

<213> CRP humano

<220>
<221> CDS
<222> (105)..(779)

<400> 9

20

343

391

446

506
545
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aaggcaagag atctaggact tetagcccct gaactttcag ccgaatacat cttttccaaa 60

gpagtgaatt caggccettg tatcactggc agcaggacgt gacc atg gag aag ctg 116
Tet Glu Lys Leu

ttg tgt ttc ttg gtc ttg acc agc ctc tCt cat gct ttt gge cag aca 164
Leg ch Phe Leu Val Leu Thr Ser Leu Ser His Ala Phe g?y Glg Thr
5 10 15 20
ac atg tcg agg aag gct ttt grg ttt CCC aaa gag tcg gat act tcc 212
sp Met ser Arg Lys gla Phe 3a? Phe Pro Lys Glu Ser gsp Thr Ser
25 30 35
tat gta tcc ctc aaa gca ccg tta acg aag CCt Cctc aaa gcec tte act 260
Tyr Val Ser Leu Lys Ala Pro Leu Thr Lys Pro Leu Lys Ala Phe Thr
40 45 50
tg tgc ctc cac ttc tac acg gaa Ctg tcc tcg ace cgt tac agt 308
3a? cgs Leu His Phe Tyr Thg 1u Leu Ser Ser Thr Agg 3?3 Tyr sgr
55 60 65
att ttc tcg tat gcec acc aag aga caa gac aat gag att Cctc ata ttt 356
Ile Phe Ser Tyr Ala Thr Lgs Arg GIn Asp Asn Glu Ile Leu Ile Phe
70 7 80
tgg tct aag gat ata gga tac agt ttt aca gtg got ggg tct gaa ata 404
Trp Ser Lys Asp Ile g?y Tyr Ser phe Thr Va? G?y Gly Ser 210 Ile
85 90 95 100
tta ttc gag tt cct gaa TC aca gta gct cca gta cac att tgt aca 452
Leu Phe Glu Val Pro Glu Val Thr val Ala Pro val His 1le Cys Thr .
105 110 115
agc tgg gag tcc gcc tca ggg atc gtg gag ttc t a gat aa 500
sgr Tgp Glu Ser Ala Ser 6?3 Ile ea Glu Phe ng 321 gss g 3 Lyg
120 125 13
¢Ccc agg gt? agg aag agt ctg aag aag gqa tac act gt? g?g gca aa 548
Pro Arg val Arg Lys Ser Leu LyS Lys Gly Tyr Thr val Gly Ala Glu
135 140 145
Ca agc atc atc tt cag gag cag gat tcc ttc ggt ggg aac ttt 596
211 Ser Ile Ile Leg g 3 Glg 318 G]g gsp ser phe G?y G?y Asn Phe
150 155 160
gaa gga agc cag tcc ctg gtY g?a gac att g?a aat gt? aac atg tgg 644
Glu Gly Ser GIn Ser Leu val Gly Asp Ile Gly Asn val Asn Met Trs
165 170 17 18
gac ttt gtg Cctg tca cca gat gag att aac acc atc tat ctt ggc g 692
Asp Phe val Leu Ser Pro Asp Glu Ile Asn Thr Ile Tyr Leu G g Gly
185 130 19
CCC ttc agrt cCt aat gtc ctg aac tgg cgg gca ctg aag tat gaa gt 740
Pro phe Ser Pro Asn val Leu Asn Trg Arg Ala Leu Lys T{r Glu Va
200 20 210
caa ggc gaa gtg ttc acc aaa ccc cag ctg tgg ¢cc tga ggcccagetg 789
GIn Gly g}g val phe Thr Lys ;58 GIn Leu Trp Pro

toggtcctga aggtacctcc cggtttttta caccgcatgg gecccacgte tetgtetctg 849
gracctcccg crrrtttaca ctgeatggtt cccacgtcte tgtetetgge cetttgttee 909

21



cctatatgca
ctggtctggg
grretatteet
tagatgagaa
gagctgagaa
ggagggcatt
gtctggtttg
tgaaatggga
ggccattaga
taggtataaa
tgctttctta
ggggetgrga
cgtgaaccac
ggaggatagt
gagttatgga
gtgaaccrgg
gaagccaaac
ggagtctctg
agccaataaa
<210> 10

<211> 224
<212> PRT

ttgcaggect
agctcgttaa
catttttatt
aactaacace
ggaagcgetg
gcccacatte
ggtccagagt
agcccagcaa
attgccccag
tatgttgtta
attttatgac
attctttctt
agggtgtcct
tggatagtta
ctttgggagt
gaccaccagt
tggaagtgga
aatcagcctt
gcecectgttt

<213> CRP humano

<400> 10

qet Glu Lys Leu %eu Cys

Phe Gly GIn Thr Asp Met
20

ser Asp ;?r Ser Tyr val

Lys éaa Phe Thr val Cys

gcteccacect
ctatgctggg
tcaagrrgga
cagaaaggag
atcttcratt
acagggctct
gctcatcate
taccacgcag
cagagcagat
ctgccaagaa
tcrretggga
catccccgea
gtcagaggag
cgtgttecta
gagacatctt
agccatcttg
ggagccaagg
gtctggaacce
acttgaaaaa
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cctcagegee tgagaatgga
aaacggtcca aaagaatcag
cagatcttgg agataatttc
2aatgatgtt ataaaaaact
taattcceca cccatgacee
tcagtctcag aatcaggaca
atgtcataga actgctgagce
tcectecact ttcetcaaage
ctgctttttt tccagagcaa
cttaaatgac tggtttttgt
aactectece cttttecaca
ttcccaatat acccaggeca
cccatcteee atcteccecag
gcaggaccaa ctacagtctt
cttgctgetg gatttccaag
tttgccacat ggagagagac
gattgacaaa caacagagce
agatctacac ctggactgcc
aaaaa

ggtaaagtgt
aatttgaggt
ttacctcaca
cataagglaa
ccagaaagea
ctggccaagt
ccaggtctee
acactggaaa
aatgaagcac
trgettgeag
¢gaaccttgt
caagagtgga
ctcecctatet
cCcaaggatt
ctgagaggac
tgtgaggaca
ttgaccacgt
caggtctata

Phe Leu val Leu Thr Ser Leu Ser His Ala
10 15
ser Arg Lgs Ala phe val pPhe Pro Lys Glu
2 30
Ser Leu Lys Ala Pro Leu Thr Lys Pro Leu
40 45

Leu His phe Tyr Thr Glu Leu Ser ser Thr
55 60

Arg Gl r Ser Ile Phe Ser Tyr Ala Thr Lys Arg GIn Asp Asn Glu
65 Y 70 R 7! g P 80

Ile Leu Ile Phe Egp ser

22

Lys Asp Ile Gly Tyr Ser phe Thr val Gly
90 85

969
1029
1089
1149
1209
1269
1329
1389
1449
1509
1569
1629
1689
1749
1809
1869
1929
1989
2024



Gly Ser Glu Ile Leu Phe Glu
100
His Ile c¥s Thr Ser Trp Glu
115
val Asp Gly Lys Pro Arg val
138 y 135
val Gly Ala Glu Ala Ser Ile
145 150
Gly Gly Asn Phe Glu Gly Ser
165
val Asn Met Trp Asp Phe val
180
Tyr Leu Gly Gly Pro Phe Ser
298

Lys Tyr Glu val GIn Gly Glu
210 4 215
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val pro Glu val Thr val Ala Pro val
105 110
ser Ala Ser Gly Ile val Glu Phe Trp
120 125
Arg Lys Ser Leu 1&3 Lys Gly Tyr Thr
Ile Leu Gly Gln Glu Gln Asp Ser Phe
155 160
GIn Ser Leu val Gly Asp Ile G'Ig Asn
170 17
Leu Ser Pro Asp Glu I1e Asn Thr Ile
185 190
Pro Asn val Leu Asn Trg Arg Ala Leu
200 20

val Phe Thr Lys ssg Gln Leu Trp Pro
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REIVINDICACIONES

Composicién farmacéutica que contiene un principio activo, en donde el principio activo es una cantidad eficaz
de amiloide A de suero (SAA) solo o un fragmento activo del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo para su uso en el tratamiento de enfermedades o afecciones inflamatorias desreguladas
aumentando la actividad de células supresoras de origen mieloide (MDSC), en donde las enfermedades o
afecciones inflamatorias desreguladas son enfermedades autoinflamatorias o enfermedades autoinflamatorias
con componentes autoinmunitarios o enfermedades autoinmunitarias incluyendo Ell, artritis reumatoide,
psoriasis, esclerosis multiple, rechazo a trasplante, enfermedad del injerto contra el huésped o del huésped
contra el injerto, enfermedades inflamatorias locales y sistémicas, un sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica, septicemia, septicemia grave, choque séptico, sindrome de disfuncién multiorganica, sindrome de
insuficiencia de multiples 6rganos y rechazo a trasplante agudo.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 1 que contiene un principio activo, en donde el principio
activo es una cantidad eficaz de SAA o fragmento activo del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo para su uso en la reduccién, mejora, o terminacion de una respuesta inflamatoria o ralentizacion de
la propagacion o intensificacion adicional de inflamaciéon o una enfermedad asociada con enfermedades o
afecciones inflamatorias desreguladas aumentando la actividad de MDSC.

La composicion farmacéutica segun la reivindicacion 1 o 2 en donde el principio activo es un péptido
invariable en la posicion 33-43 de SAA.

La composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes que comprende ademas
aditivos o sustancias auxiliares farmacéuticas y, preferiblemente, un soporte, excipiente o diluyente
farmacéuticamente aceptable.

Una cantidad eficaz de SAA solo o fragmentos activos del mismo o sales farmacéuticamente aceptables del
mismo para su uso en el tratamiento de septicemia.
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 5
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Figura 6
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