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DESCRIPCION
Métodos de uso de CD24 soluble para terapia de artritis reumatoide
Campo de la invencion
La presente invencion se refiere a composiciones y métodos para el tratamiento de artritis reumatoide.
Antecedentes de la invencion

En esta seccién se proporciona informacion sobre los antecedentes, que no son necesariamente la técnica anterior,
asi como un sumario general de la presente divulgacion que divulga exhaustivamente de todo su alcance y de todas
sus caracteristicas.

CD24 es conocida como el antigeno termoestable (1). Se expresa como una molécula anclada por glucosil-
fosfatidilinositol (GPI) (2) y tiene una amplia distribucion de diferentes linajes (3). Dada la tendencia de CD24 a
expresarse en células inmaduras, se ha utilizado también como parte de los marcadores de células madre y para
diferenciacion de linfocitos. La primera funcion asociada a CD24 es una actividad co-estimuladora para la respuesta
de linfocitos T especificos de antigeno (4-6). Los estudios in vivo indican que, como co-estimulador para la
activacion de linfocitos T en el érgano linfoide, CD24 es redundante, sin embargo pasa a ser esencial en ausencia
de CD28 (7,8). Esto no se aplicaria en el caso de 6rganos diana locales que no son “ricos en co-estimulador”. En
consonancia con esta nocion, los autores de la invencion han demostrado que ratones con una mutacion dirigida de
CD24 son completamente resistentes a la induccion de encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) (9) (10).

Los polimorfismos de CD24 humana estan asociados al riesgo y progresion de varias enfermedades autoinmunes
(11-15), incluyendo esclerosis mdltiple y artritis reumatoide (AR). En los casos de esclerosis mdltiple, los autores de
la invencion han notificado que CD24 soluble, que consiste en la porcion extracelular de CD24 murino e IgG1 Fc
humana, alivid los sintomas clinicos de enfermedades autoinmunes experimentales, el modelo de ratéon de
esclerosis mdltiple (9). En estudios mas recientes de uno de los autores de la invencion, se ha demostrado que
CD24 interactla y reprime la respuesta del huésped para patrones moleculares asociados a peligro (DAMP) (16).

AR afecta a un 0,5-1 % de la poblacién humana. A pesar de que actualmente se dispone de una serie de farmacos
antirreumaticos modificadores de la enfermedad (FARME), incluso el patron de referencia de los FARME biol6égicos,
el conjunto de terapias dirigidas al factor de necrosis tumoral alfa, suponen un 50 % de mejora de acuerdo con los
criterios de Mejora de la Universidad Americana de Reumatologia (ACR50) en menos de un 50 % de los pacientes
que reciben los tratamientos (17). Para AR no se dispone de cura. Por lo tanto, es necesario someter a ensayo
estrategias terapéuticas adicionales para AR. Se supone que AR es una enfermedad autoinmune de las
articulaciones, si bien la causa de dicha enfermedad sigue sin aclararse. En una serie de estudios se han
relacionado los linfocitos T con la patogénesis de artritis reumatoide (18). Mas recientemente, se ha demostrado que
la transferencia de anticuerpos puede causar el desarrollo de la inflamacién de las articulaciones en ratones (19-21).
La patologia de las lesiones se asemeja a la artritis reumatoide humana.

Uno de los conceptos mas interesantes establecidos a partir del estudio con transferencia pasiva de AR mediante
anticuerpos es que las enfermedades autoinmunes especificas de tejido se pueden observar incluso cuando los
anticuerpos son especificos para proteinas que se expresan de forma ubicua (19-21). Esta nocién es importante, ya
gue indica que, a pesar de compartir la patogénesis, las enfermedades autoinmunes para diferentes érganos/tejidos
pueden requerir un tratamiento diferente. Algo que corrobora esta idea es que el interferén {3, cuyo uso esta muy
extendido para el tratamiento de esclerosis mdltiple, presenta un escaso efecto para el tratamiento de AR (22).

Los modelos animales pertinentes para AR humana desempefian un importante papel para el avance del desarrollo
terapéutico de los FARME. Por ejemplo, las artritis inducidas por colageno en ratones y ratas han sido cruciales para
el desarrollo de estrategias terapéuticas para AR (23). Mas recientemente, se ha demostrado que la transferencia
adaptativa de anticuerpos anti-colageno causa una lesion del tipo AR robusta en ratones (19). Dado que los auto-
anticuerpos son elevados en los pacientes de AR antes del inicio de la enfermedad (24, 25), la transferencia pasiva
de anticuerpos especificos para colageno es un modelo pertinente para AR humana.

Dado que la patogénesis de AR implica la respuesta del huésped a DAMP 26, 27) y dado que la molécula de CD24
regula negativamente la respuesta del huésped a DAMP (16), los autores de la invencidn investigaron el potencial
del uso de CD24 soluble para tratar AR. Se seleccion6 el modelo de transferencia pasiva de AR, tanto por su
pertinencia para enfermedades humanas como por la sencillez de los disefios experimentales.

Sumario de la invencion
La presente invencion se define en las reivindicaciones. La presente invencién se refiere a una proteina CD24 que

consiste en una secuencia CD24 humana madura que consiste en la SEQ ID NO: 1, fusionada opcionalmente en el
extremo C a una region Fc de una proteina inmunoglobulina (Ig) de mamifero, en la que la proteina CD24 no incluye
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una alanina o una valina inmediatamente C-terminal para la SEQ ID NO: 1.

La proteina CD24 puede ser soluble o puede estar glucosilada. La proteina CD24 puede producirse utilizando un
sistema de expresion de proteina eucariota. El sistema de expresion puede comprender un vector contenido en una
linea celular de ovario de hamster chino o un vector retroviral defectivo en replicacion. El vector retroviral defectivo
en replicacion puede integrarse establemente en el genoma de una célula eucariota.

Breve descripcién de los dibujos

Fig. 1. La composicion de aminoacido de la proteina de fusion CD24, CD24IgG1Fc (SEQ ID NO: 5). Los 26
aminoacidos subrayados son el péptido de sefial de CD24 (SEQ ID NO: 4). Los contenidos en la caja, la porcion
en negrita de la secuencia, es la proteina CD24 madura utilizada en la proteina de fusion (SEQ ID NO: 1). El
ultimo aminoécido (A o V) que esta habitualmente presente en la proteina CD24 madura ha sido suprimido de la
construccién para evitar inmunogenicidad. Las letras que no estan en negrita ni subrayadas son la secuencia de
IgG1 Fc, que incluye la region bisagra y los dominios CH1 y CH2 (SEQ ID NO: 6).

Fig. 2. Métodos para la purificacién y tratamiento de CD24IgGlFc expresado desde lineas celulares de
mamifero.

Fig. 3. Variaciones de la secuencia de aminoacidos entre proteinas CD24 maduras de raton (SEQ ID NO: 3) y
ser humano (SEQ ID NO: 2). Los sitios de glucosilacion potenciales estan en negrita, y los sitios de N-
glucosilacién, en rojo.

Fig. 4. Efecto terapéutico de CD24Ig para AR. Se inmunizaron ratones BALB/c macho de 8-10 semanas de vida,
por via intravenosa con 2 mg/ratén de un coctel de anticuerpos de induccién de artritis, ArthritoMab, (MD
bioproducts, St Paul, MN). 2 dias después, se inyectaron i.p. a los ratones 90 ug de LPS disuelto en PBS. Se
llevd un seguimiento del avance de la enfermedad diariamente con el siguiente sistema de puntuacién. 0: sin
reaccion, normal; 1: enrojecimiento e hinchazén suave pero definidos en el tobillo/mufieca o aparente
enrojecimiento e hinchazén limitada a los digitos individuales, independientemente del nimero de digitos
afectados; 2: enrojecimiento e hinchazén moderado a severo del tobillo/mufieca; 3: enrojecimiento e hinchazon
en toda la pata; 4: extremidades inflamadas de forma maxima incluyendo los digitos afectando a varias
articulaciones. Los datos que se muestran son puntuaciones compuestas de las cuatro extremidades (media *
SE). * P<0,05, **P<0,01, **P<0,001. La diferencia entre los dos grupos también es significativa sobre la base de
la prueba PLSD de Fisher.

Fig. 5. Analisis modelistico compartimental WinNonlin de farmacocinética de CD241gG1. Los circulos blancos
representan el promedio de 3 ratones y la linea es la curva farmacocinética pronosticada. a. inyeccion i.v. de 1
mg de CD24IgGL1. b. inyeccion s.c. de 1 mg de CD241gG. c. Comparacion de las cantidades totales de anticuerpo
en la sangre segun la medicidon de areas bajo la curva (AUC), semivida y concentracion maxima en sangre.
Adviértase que globalmente, la AUC y Cmax de la inyeccion c.s. es aproximadamente 80 % de la inyeccion i.v.
aunque la diferencia no es estadisticamente significativa.

Fig. 6. La interaccion de CD24-Siglec G (10) discrimina PAMP y DAMP. A. La interaccion de CD24-Siglec G (10)
no afecta la respuesta de huésped a PAMP. B. La interaccion de CD24-Siglec G (10) reprime la respuesta de
huésped a DAMP, posiblemente a través de SHP-1 asociado a Siglec G/10.

Fig. 7. Una Unica inyeccion de CD24Fc reduce la puntuacion clinica de CAIA. a. Diagrama de los experimentos.
Ratones BALB/c (8 semanas de vida) recibieron mAbs el dia 11 en combinacién con vehiculo o proteinas de
fusion. Se inyect6 a los ratones LPS el dia 3, y se los observé diariamente durante 3 semanas. b. CD24Fc
reduce las puntuaciones clinicas de CAIA. Se inyectaron proteinas de fusién (1 mg/raton) o vehiculos una vez el
dia 1. Se determinaron las puntuaciones clinicas con ocultaciéon doble. *, P<0,05; **, P<0,01; ***, P<0,001. Se
reprodujo el efecto de CD24 en 6 experimentos independientes, que implicaron un total de 52 ratones en el grupo
PBS y 54 ratones en el grupo CD24Fc.

Fig. 8. CD24Fc reduce los niveles de citoquinas inflamatorias en las articulaciones y CAIA. CAIA se inici0 y se
tratd tal como se representa en el diagrama de la Fig. 7a. Se midieron las citoquinas inflamatorias por matriz de
perlas de citoquina de BD Pharmingen. a. Perfil de FACS representativo. b. Sumario de reduccién de citoquinas
(Media + SE) en los homogenatos de articulaciones.

Fig. 9. CD24Fc reduce la inflamacion y la destruccién del cartilago en la articulacién. El dia 7, se diseccionaron
las patas delanteras y traseras de ratones tratados con CD24Fc y de control, se fijaron en 4 % de
paraformaldehido durante 24 horas, seguido de la descalcificacion con 5 % de &cido formico. A continuacion, se
embebieron las patas en parafina y se tifié una seccion longitudinal con H&E y rojo Safranina O (Sigma-Aldrich).
Fig. 10. Efecto terapéutico de CD24Fc administrado el dia 5 de la induccién de CAIA. Se repartieron al azar
ratones en los que se habia inducido CAIA en dos grupos, que recibieron vehiculo (PBS) o CD24 Fc. Se
puntuaron los ratones con doble ocultacién. Se muestran los datos representativos de tres experimentos
independientes.

Fig. 11. Dosis bajas de CD24Fc previenen el desarrollo de CAIA. a. Diagrama de experimentos. b. Puntuaciones
clinicas de artritis, puntuadas con doble ocultacién.

Fig. 12. Siglec-G es esencial para el efecto terapéutico de CD24Fc, ratones de tipo silvestre (a) y Siglec G - /-
recibieron o bien vehiculo de control o bien CD24Fc en combinacién con un céctel de mABs anti-colageno. Las
puntuaciones clinicas se registraron diariamente con doble ocultacion.
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Descripcion detallada

Los autores de la invencion han descubierto que una forma soluble de CD24 es altamente eficaz para tratar artritis
reumatoide.

1. Definiciones

La terminologia utilizada en el presente documento sirve al propésito de describir realizaciones en particular
Unicamente no pretendiéndose que limite la invencién. Tal como se utiliza en la memoria descriptiva y en las
reivindicaciones adjuntas, las formas en singular “un”, “uno” y “el” incluyen los referentes en plural a no ser que el
contexto lo dicte claramente de otra forma.

Cuando se citen intervalos numéricos en el presente documento, se contempla explicitamente cada nimero
intermedio incluido en ellos con el mismo grado de precision. Por ejemplo, para el intervalo 6-9, se contemplan los
nameros 7 y 8, ademas de 6 y 9, y para el intervalo 6,0-7,0, se contemplan explicitamente los numeros 6,0, 6,1, 6,2,
6,3,6,4,6,5,6,6,6,7,6,8,6,9,y 7.0.

Un “péptido” o “polipéptido” es una secuencia de aminoacidos ligada y puede ser natural, sintética o una
modificacién o combinacién de una secuencia natural y sintética.

“Sustancialmente idéntico” puede significar que un a primera y una segunda secuencia de aminoéacidos estan al
menos en un 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % sobre una region de 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35,
36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 110, 120, 130, 140,
150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260, 270, 280, 290 o 300 aminoacidos.

“Tratamiento” o “tratar”, cuando se refieren a la proteccidon de un animal contra una enfermedad significan prevenir,
suprimir, combatir o eliminar completamente la enfermedad. Prevenir la enfermedad implica la administracion de una
composicion de la presente invencion a un animal antes o al inicio de la enfermedad. Suprimir la enfermedad implica
la administracion de una composicion de la presente invencion a un animal tras la induccion de la enfermedad, pero
antes de su aparicion clinica. Combatir la enfermedad implica la administracion de una composicion de la presente
invencion a un animal tras la aparicién clinica de la enfermedad.

Una “variante” puede significar un péptido o polipéptido que difiere en la secuencia de aminoacidos por insercién,
delecion o sustitucidon conservadora de aminoacidos, pero que retiene al menos una actividad biolégica. Entre los
ejemplos representativos de “actividad biolégica” se incluyen la capacidad de unirse a un receptor de tipo toll y que
unirse a través de un anticuerpo especifico. Una variante también puede significar una proteina con una secuencia
de aminoéacidos que es sustancialmente idéntica a la proteina de referencia con una secuencia de aminoacidos que
retiene al menos una actividad bioldgica. Normalmente, se reconoce en la técnica que una sustitucion conservadora
de un aminoacido, es decir, sustitucion de un aminoacido por un aminoacido diferente de propiedades similares
(p.€j. hidrofilia, grado y distribucién de regiones cargadas) implica un cambio menor. Dichos cambios menores
pueden identificarse en parte considerando el indice hidropatico de los aminoéacidos, tal como se entiende en la
técnica. Kyte et al.,, J. Mol. Biol. 157:105-132 (1982). El indice hidropatico de un aminoacido se basa en la
consideracion de su hidrofobia y su carga. Es conocido dentro de la especialidad, que los aminoacidos con indices
hidropaticos similares se pueden sustituir y siguen reteniendo la funcién de la proteina. En un aspecto, se sustituyen
aminoacidos que tienen indices hidropaticos de +2. La hidrofilia de los aminoacidos también se puede utilizar para
revelar sustituciones que tendrian como resultado proteinas que retienen la funcion biolégica. Considerar la hidrofilia
de los aminoacidos en el contexto de un péptido permite calcular el promedio de hidrofilia local maxima de un
péptido, una medida util que, segun se ha notificado, esta muy correlacionada con antigenicidad e inmunogenicidad,
patente estadounidense. No. 4.554.101. La sustitucion de aminoacidos que tienen valores de hidrofilia similares
puede tener como resultado péptidos que retienen la actividad biolégica, como por ejemplo inmunogenicidad, tal
como se entiende en la técnica. Las sustituciones pueden realizarse con aminoacidos que tienen valores de hidrofilia
en torno a +2 entre ellos. Tanto el indice de hidrofobia como el valor de hidrofilia de los aminoacidos estan influidos
por la cadena lateral de dicho aminoacido en particular. En consonancia con dicha observacién, se entiende que las
sustituciones de aminoacido que son compatibles con la funcién biolégica dependen de la relativa similitud de los
aminoacidos y, en particular, las cadenas laterales de esos aminoacidos, seguin se revela por la hidrofobia, hidrofilia,
carga, tamafio y otras propiedades.

2.CD24

En el presente documento se proporciona una proteina CD24 que puede tener la secuencia de aminoacidos de
CD24 humano maduro, que puede ser SETTTGTSSNSSQSTSNSGLAPNPTNATTK (SEQ ID NO: 1) o
SETTTGTSSNSSQSTSNSGLAPNPTNATTK(V/A) (SEQ ID NO: 2) o CD24 de raton, que pude ser
NQTSVAPFPGNQNISASPNPTNATTRG (SEQ ID NO: 3) o una variante de los mismos. CD24 puede ser soluble.
CD24 puede comprender ademas un péptido de sefial N-terminal que puede tener la secuencia de aminoacidos
MGRAMVARLGLGLLLLALLLPTQIYS (SEQ ID NO: 4). El CD24 puede tener también la secuencia de aminoacidos
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que se describe en la Fig. 1 o 3. El CD24 puede existir en una o mas formas alélicas, tal que el aminoacido C-
terminal de CD24 humana madura puede ser una valina o una alanina. La valina o alanina C-terminal puede ser
inmunogena y puede estar omitida de CD24 para reducir su inmunogenicidad. La diferencia entre los dos alelos
puede afectar al riesgo de enfermedades autoinmunes, incluyendo esclerosis multiple y AR. No obstante, dado que
las dos formas alélicas afectan a los niveles de expresion de la forma unida a membrana, la variacion no deberia
afectar a la funcion de CD24.

A pesar de las considerables variaciones de secuencia en la secuencia de aminoacidos de las proteinas CD24
maduras de raton y ser humano, son equivalentes funcionalmente en la interaccién con los patrones moleculares
asociados a peligro (DAMP). Dado que la respuesta del huésped a DAMP se considera importante para la
patogénesis de AR, CD24 de ratén y humana puede ser funcionalmente equivalente en el tratamiento de AR. Como
resultado de la conservacion de secuencia entre CD24 de ratén y humana principalmente en el extremo C y en la
abundancia de sitios de glucosilacion, se pueden tolerar significativas variaciones en las proteinas CD24 maduras al
usar CD24 en el tratamiento de AR, especialmente si dichas variaciones no afectan a los restos conservados del
extremo C o no afectan a los sitios desglucosilacion de CD24 de ratén o de ser humano.

a. Fusién

CD24 se puede fusionar con su extremo N- o C-terminal con una porcién de proteina Ilg de mamifero, que puede ser
humana o de ratén. La porcion puede ser una region Fc de la proteina Ig. La regiéon Fc puede comprender la region
bisagra y dominios CH2 y CH3 de la proteina Ig. La proteina Ig puede ser 1gG1, IgG2, 1gG3, 1gG4, IgM, o IgA
humana. La porcidon Fc puede comprender la SEQ ID NO: 6. La proteina Ig también puede ser IgM, y la porcién Fc
puede comprender la region bisagra y los dominios CH3 y CH4 de IgM. CD24 puede fusionarse también en su
extremo N- o C- con la etiqueta de proteina que puede ser GST, His o FLAG. Los métodos para fabricar proteinas
de fusion y purificar proteinas de fusién son muy conocidos en la técnica.

b. Produccion

Es posible glucosilar CD24 potentemente y puede participar en funciones de CD24 como co-estimulacion e
interaccion con patrones moleculares asociados a peligro. Se puede preparar CD24 utilizando un sistema de
expresion eucariota. El sistema de expresion puede entrafiar la expresion desde un vector en células de mamifero,
como por ejemplo, células de ovario de hamster chino (CHO). El sistema también puede ser un vector viral, como
por ejemplo un vector retroviral defectivo en replicacion, que se puede utilizar para infectar células eucariotas.
Asimismo, se puede producir CD24 a partir de una linea celular estable que expresa CD24 desde un vector o una
porcion de un vector que ha sido integrado en el genoma celular. La linea celular estable puede expresar CD24
desde un vector retroviral defectivo en replicacion integrado. El sistema de expresion puede ser GPEx™.

3. Método de tratamiento

Se puede utilizar CD24 para tratar artritis reumatoide. Se puede administrar CD24 a un paciente que lo necesita. El
paciente puede ser un mamifero, como pueda ser un ser humano.

a. Terapia de CD24 combinada

Se puede combinar CD24 con otro farmaco, como por ejemplo un farmaco antirreumatico modificador de la
enfermedad (FARME). El farmaco puede ser un farmaco anti-inflamatorio no esteroideo (AINEI), que puede ser un
derivado de acido propidnico, un derivado de acido acético, un derivado de acido endlico, un derivado de acido
fenamico o un inhibidor Cox2 selectivo. El farmaco también puede ser un corticoesteroide o metotrexato. El farmaco
también puede ser biolégico, que puede ser un antagonista de TNF-a, como anticuerpo anti-TNF-a, o0 una proteina
de fusién que se une a TNF-a (Enbrel), un mAb anti-CD20, un antagonista de molécula co-estimuladora CD80 y
CD86, como por ejemplo un anticuerpo monoclonal o una proteina de fusion (CTLA4lg) que se une a las dos
moléculas, o un antagonista para el receptor de IL-1 o IL-6. CD24 y el otro farmaco se pueden administrar en
combinacion o se forma secuencial.

b. Composicién farmacéutica

CD24 puede estar contenido en una composicion farmacéutica que puede comprender un disolvente, que puede
mantener estable CD24 durante un extenso periodo de tiempo. El disolvente puede ser PBS, que puede mantener
estable CD24 durante al menos 36 meses, a -20 °C (-15~-25°C). El disolvente puede ser capaz de acomodar el
CD24 en combinacién con el otro farmaco.

c. Posologia
La posologia determinada para un ser humano puede ser determinada en Ultima instancia mediante ensayos clinicos

para determinar una dosis con una toxicidad aceptable y una eficacia clinica. La dosis clinica inicial para un ser
humano puede estimarse a través de estudios de farmacocinética y toxicidad en roedores y primates no humanos.
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La dosis de CD24 puede ser de 0,01 mg/kg a 1000mg/Kg, y puede ser de 1 a 500 mg/kg, dependiendo de la
gravedad de la enfermedad que se esta tratando y la ruta de administracion.

d. Administracion

La ruta de administracién de la composicion farmacéutica puede ser parenteral. La administracion parenteral incluye,
pero sin limitarse a ellas, intravenosa, intraarterial, intraperitoneal, subcutanea, intramuscular, intratecal, intraarticular
e inyeccion directa de las articulaciones afectadas. Para su uso veterinario, el agente puede administrarse cémo una
formulacion aceptable adecuada de acuerdo con la practica veterinaria normal. El veterinario podra determinar
facilmente la posologia y la ruta de administracién que sea mas apropiada para un animal en particular. La
composicion farmacéutica puede administrarse a un paciente humano, un gato, un perro, animales grandes o un
ave.

CD24 se puede administrar simultaneamente o de forma metronémica con otros tratamientos. El término
“simultaneo” o “simultdneamente” tal como se utiliza en el presente documento significa que CD24 y otro tratamiento
se pueden administrar en el transcurso de 48 horas, preferentemente 24 horas, mas preferentemente 12 horas, mas
preferentemente aln 6 horas, siendo lo mas preferente 3 horas 0 menos, uno del otro. El término "metronémico" tal
como se utiliza en el presente documento significa la administracion del agente en momentos diferentes un
tratamiento del otro y a una frecuencia determinada en relacién con la administracion repetida.

CD24 puede administrarse en cualquier momento puntual antes de otro tratamiento incluyendo aproximadamente
120 h, 118 h, 116 h, 114 h, 112 h, 110 h, 108 h, 106 h, 104 h, 102 h, 100 h, 98 h, 96 h, 94 h, 92 h, 90 h, 88 h, 86 h,
84 h,82h,80h,78h,76h, 74 h, 72 h, 70 h, 68 h, 66 h, 64 h, 62 h, 60 h, 58 h, 56 h, 54 h, 52 h, 50h, 48 h, 46 h, 44
h,42 h,40 h,38 h,36 h,34 h,32h,30h, 28 h, 26 h, 24 h,22h,20h,18 h, 16 h, 14 h,12h, 10 h, 8 h, 6 h, 4 h, 3 h,
2 h, 1 h, 55 min., 50 min., 45 min., 40 min., 35 min., 30 min., 25 min., 20 min., 15 min., 10 min., 9 min., 8 min., 7 min.,
6 min., 5 min., 4 min., 3 min., 2 min., y 1 min. CD24 se puede administrar en cualquier momento puntual antes de un
segundo tratamiento de CD24 incluyendo aproximadamente 120 h, 118 h, 116 h, 114 h, 112 h, 110 h, 108 h, 106 h,
104 h, 102 h, 100 h, 98 h, 96 h, 94 h, 92 h, 90 h, 88 h, 86 h, 84 h, 82 h, 80 h, 78 h, 76 h, 74 h, 72 h, 70 h, 68 h, 66 h,
64 h, 62 h, 60 h, 58 h, 56 h, 54 h, 52 h, 50h, 48 h, 46 h, 44 h, 42 h, 40 h, 38 h, 36 h, 34 h, 32 h, 30 h, 28 h, 26 h, 24
h,22h,20h,18h, 16 h, 14 h, 12 h, 10 h, 8 h,6 h, 4 h, 3 h, 2 h, 1 h, 55 min., 50 min., 45 min., 40 min., 35 min., 30
min., 25 min., 20 min., 15 min., 10 min., 9 min., 8 min., 7 min., 6 min., 5 min., 4 min., 3 min., 2 min., y 1 min.

CD24 se puede administrar en cualquier momento puntual después de otro tratamiento incluyendo
aproximadamente 1min, 2 min., 3 min., 4 min., 5 min., 6 min., 7 min., 8 min., 9 min., 10 min., 15 min., 20 min., 25
min., 30 min., 35 min., 40 min., 45 min., 50 min., 55 min., 1 h,2h,3h,4h,6h,8h,10h, 12 h, 14 h, 16 h, 18 h, 20 h,
22h,24h,26h,28h,30h,32h,34h,36h,38h,40h, 42 h, 44 h, 46 h, 48 h, 50 h, 52 h, 54 h, 56 h, 58 h, 60 h, 62
h,64 h,66h,68h,70h,72h,74h,76 h, 78 h, 80 h, 82 h, 84 h, 86 h,88h,90h, 92 h, 94 h, 96 h, 98 h, 100 h, 102
h, 104 h, 106 h, 108 h, 110 h, 112 h, 114 h, 116 h, 118 h 'y 120 h. CD24 se puede administrar en cualquier momento
puntual después de un tratamiento previo de CD24 incluyendo aproximadamente 120 h, 118 h, 116 h, 114 h, 112 h,
110 h, 108 h, 106 h, 104 h, 102 h, 100 h, 98 h, 96 h, 94 h, 92 h, 90 h, 88 h, 86 h, 84 h, 82 h, 80 h, 78 h, 76 h, 74 h,
72 h,70 h, 68 h, 66 h, 64 h, 62 h, 60 h, 58 h, 56 h, 54 h, 52 h, 50h, 48 h, 46 h, 44 h, 42 h, 40 h, 38 h, 36 h, 34 h, 32
h,30h,28h,26h,24h,22h,20h,18h,16h,14h,12h,10h,8h,6 h,4 h,3 h,2h, 1 h, 55 min., 50 min., 45 min.,
40 min., 35 min., 30 min., 25 min., 20 min., 15 min., 10 min., 9 min., 8 min., 7 min., 6 min., 5 min., 4 min., 3 min., 2
min., y 1 min.

Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar la invencion.
Ejemplo 1
Proteinas CD24 solubles

Se fusiond el dominio extracelular de CD24 con IgG1 Fc. En la Fig. 1 se proporciona la composicion de aminoacidos
de la proteina de fusién de CD24. A continuacion, se generd un vector retroviral defectivo en replicacion que acciona
la expresion de la proteina de fusion CD24lg. El sistema GPEx™ (acrénimo en inglés de expresion de producto
génico) ofrece varias ventajas importantes, siendo la mas importante de ellas un promedio de >1000
inserciones/célula, pero solamente con 1 copia/insercion. Por otra parte, dado que el retrovirus se inserta
preferentemente en el locus activo transcripcional, GPEXx™ tuvo como resultado un alto nivel de expresion de la
proteina dirigida. Se generaron lineas celulares estables que producen un alto rendimiento de CD24lg. Asimismo, se
produjeron 45 gramos de productos de calidad BPL y ~100 gramos de productos de calidad BPL. Los métodos
utilizados para el tratamiento corriente abajo de los medios cosechados desde el biorreactor se compendian en el
diagrama de flujo mas adelante (Fig. 2).

Aclarado de cosecha

Se aclaré el medio de cultivo del biorreactor utilizando filtros de profundidad Cuno 60M02 Maximizer seguido de un
filtro de 0,22 um Opticap de Millipore. Se recogié el filtrado en una bolsa colectora estéril. Se obtuvieron muestras
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para determinar el rendimiento de CD24-Fc por ELISA.
Captura de proteina A

Se pas6 el medio aclarado sobre una columna de resina de Proteina A (GE Healthcare MabSelect) a una
concentracion no superior a 16 gl/l de resina (basado en ELISA) y un periodo de contacto de 4 minutos. Se lavo la
columna con el tampon de equilibrio (50 mM Tris + 0,15 M NaCl pH 7,5), después con 10 mM citrato sédico /acido
citrico pH 6,0 durante 5 cvs. Se eluy6 CD24lg unida de la columna utilizando 10 mM citrato sodico /acido citrico, pH
3,5.

Inactivacion viral

Se llevé inmediatamente la fraccién del eluato de Proteina A a un pH 3,0 con la adicién de 2M &cido clorhidrico y se
mantuvo a este pH durante 30 minutes a temperatura ambiente. Se llevo a un pH 5,0 con la adicion de 1M Tris base,
y se filtr6 para el aclarado utilizando un filtro de fibra de vidrio de 0,65 um (Sartorius Sartopure GF2) y 0,2 um
(Sartorius Sartopore 2), introduciéndolos en una bolsa colectora estéril.

Cromatografia con SP-Sepharose

Se aplicé el material inactivado viral a una columna de SP-Sepharose (GE Healthcare) a una concentracién no
superior a 25 g/l de resina (basado en A280 nm de 1,22 = 1 mg/ml) y un caudal lineal de 250 cm/h. Se lavo la
columna con el tampoén de equilibrio (10 mM citrato sédico / acido citrico, pH 5,0) y se eluydé el CD24Ig unido de la
columna utilizando 10 mM citrato sdédico / acido citrico + 0,2 M NaCl, pH 5,0. Se recogi6 el efluente en una bolsa
colectora estéril.

Cromatografia con Mustang Q

Se ajusto el eluato de SP-Sepharose a pH 7,5 por adicién de 1M Tris base y se diluyé con agua para inyectables
para reducir la conductividad. Se aplicé el material diluido a una carga de Mustang Q (Pall) a una concentracion no
superior a 0,5 g/l de resina (basado en A280 nm de 1,22 = 1 mg/ml) y a un caudal de 5 volimenes de columna /
minuto. Se lavé el filtro con un tampdén de equilibrio (10 mM Tris, pH 7,5) y se recogi6 el CD24-Fc contenido en el
flujo en una bolsa colectora estéril.

Filtracién viral

A continuacion, se filtré la resina Mustang Q a una presién constante de 30 psi (207 kPa) a través de un filtro de 0,2
mM y un filtro viral NFP de Millipore (tamafio de poro nominal 20 nm) y se recogi6 en una bolsa colectora estéril.

Concentracion y formulacion final

Se concentré el producto y se diafiltrd utilizando una membrana de ultrafiltraciéon de 10 kDa (Millipore Prep/Scale) en
10 mM fosfato sédico, 150 mM cloruro sédico, pH 7,2 a aproximadamente 10 mg/ml de concentracion final, segun se
determina por la absorbancia a 280 nm. Se extrajeron muestras para analisis del volumen mientras se encontraba
en una cabina de bioseguridad. Se realizé el marcado y se enviaron las muestras a CC para su andlisis al mismo
tiempo que se almacenaban partes alicuotas en volumen a 2-8 °C en espera de liberacion.

Estudios de aclaramiento viral

Se llevd a cabo el aclaramiento viral en Cardinal Health, Carolina del Norte, en las muesras preparadas en CHM.
Investigadores cualificados de Gala Biotech llevaron a cabo las etapas de cromatografia y filtracion en las
instalaciones de validacion viral de Cardinal Health con la ayuda del personal de Cardinal Health. Se desarrollo el
procedimiento a menor escala a partir del proceso a una escala de 200 |. Se seleccionaron dos virus para su uso en
el estudio. El primero de ellos fue el virus de la leucemia murina xenotrépica (XMuLv), que es un virus de ARN con
envoltura de 80-130 nm de tamafio, de la familia viral de los Retroviridae. El segundo fue parvovirus porcino (PPV),
gue es un virus de ADN sin envoltura de 18-26 nm de tamafio, que se considera un virus robusto y, segun lo
esperado, debia demostrar una reduccién viral mucho menor a través del protocolo de purificacion que el virus
XMulLv.

Ejemplo 2

Uso de CD24Fc para terapia de AR

Este ejemplo demuestra que se puede utilizar CD24 para tratar AR. Dado que en los pacientes de AR estan
presentes anticuerpos anti-colageno antes del inicio de la enfermedad y, dado que los anticuerpos anti-colageno son

capaces de inducir una patologia de tipo AR en los ratones, se utilizé el modelo de transferencia pasiva de AR
establecido para determinar la eficacia de CD24 soluble. Se disolvid la proteina de fusién en vehiculo PBS a 10
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mg/ml. Tal como se muestra en la Fig. 4, la combinacién de 4 anticuerpos anti-colageno causé varios sintomas
clinicos en todas las extremidades que alcanzaron el maximo el dia 7 tanto en los grupos tratados con vehiculo
como los tratados con CD24Fc. La enfermedad se caracterizé por un enrojecimiento e hinchazén en toda la pata en
todas las extremidades. Algunas extremidades se inflamaron maximamente, afectando a los digitos y a varias
articulaciones. Por lo tanto, la proteina soluble no afecta al inicio de la enfermedad. Sorprendentemente, el grupo
tratado con CD24Fc presentd una recuperacion mucho mas rapida. Las reducciones de las puntuaciones clinicas
son muy significativas a partir del dia 9 y se mantienen durante todo el periodo de observaciéon de 24 dias. Por lo
tanto, CD24Fc proporciona un tratamiento eficaz para AR. Cabe destacar que dado que se observa el efecto cuando
la enfermedad alcanza su punto maximo, es probable que el bloqueo de CD24 afecte al proceso de enfermedad
cronica tras el inicio de la inflamacion.

Ejemplo 3
Farmacocinética de CD24

Se inyecté 1 mg de CD24IgG1 en ratones C57BL/6 sin tratar previamente y se recogieron muestras de sangre en
diferentes puntos en el tiempo (5 min, 1 h, 4 h, 24 h, 48 h, 7 dias, 14 dias y 21 dias) con 3 ratones en cada punto en
el tiempo. Se diluyeron los sueros 1:100 y se detectaron los niveles de CD24lg aplicando ELISA sandwich utilizando
CD24 anti-humano purificado (3,3 pg/ml) como anticuerpo de captura e IgG Fc anti-humana de cabra conjugada con
peroxidasa (5 mg/ml) como anticuerpos de deteccién. Tal como se muestra en la Fig. 5a, la curva de caida de
CD24lg revel6 una tipica caida bifasica de la proteina. La primera fase de biodistribucién tuvo una semivida de 12,4
horas. La segunda fase sigui6 un modelo de eliminacion de primer orden desde el compartimento central. La
semivida para la segunda fase fue 9,45 dias, que es similar a la de los anticuerpos in vivo. Estos datos indican que
la proteina de fusion es muy estable en la corriente sanguinea. En otro estudio en el que se inyectod
subcutaneamente la proteina de fusion, se observé una semivida practicamente idéntica de 9,52 dias (Fig. 5b). Cabe
destacar sobre todo que mientras CD24lg requiridé aproximadamente 48 horas para alcanzar los niveles maximos en
la sangre, la cantidad total de proteina de fusion en la sangre, segun se mide por AUC, fue sustancialmente la
misma para cualquiera de las rutas de inyeccion. Por lo tanto, desde el punto de vista terapéutico, la ruta de
inyeccion diferente no deberia afectar al efecto terapéutico del farmaco. Esta observacion simplific6 enormemente el
disefio experimental para los ensayos de toxicidad y clinicos con primates.

Ejemplo 4
CD24 para tratar AR

Durante décadas, se ha dado por supuesto que AR es predominantemente una enfermedad autoinmune mediada
por linfocitos T. En las Gltimas dos décadas, se ha reavivado la idea del posible papel de anticuerpos y linfocitos B
en la patogénesis de AR. Por lo tanto, ademas de los factores reumatoides, se han encontrado multitud de
anticuerpos autorreactivos en los pacientes de AR, si bien no se han abordado de forma definitiva en el ser humano.
No obstante, varias lineas de evidencia han demostrado que en los modelos de ratén, los anticuerpos especificos
tanto para antigenos ubicuos como especificos de tejido son suficientes para causar sintomas de AR. Por ejemplo,
se observd que los anticuerpos de ratones transgénicos K/BXN TCR son totalmente capaces de transferir
enfermedades de tipo AR en el nuevo huésped. Igualmente, actualmente, esta extendido el uso de un coctel para 4
anticuerpos anti-colageno para inducir AR en ratones. Este modelo se denomina CAIA, por sus siglas en inglés,
artritis inducida por anticuerpo para colageno.

Los analisis genéticos del modelo CAIA indican el papel crucial del complemento. Aunque existen otras
posibilidades, dicho requerimiento indica la posible implicacion del dafio de tejido mediado por anticuerpos en la
patogénesis de AR. La vinculacién entre el dafio de tejido y la inflamacién es un hecho observado desde hace
tiempo en inmunologia. Hace casi dos décadas, Matzinger propuso lo que se ha llamado popularmente teoria del
peligro. Basicamente, sostenia que el sistema inmune se enciende cuando detecta el peligro para el huésped. Si
bien en ese momento no se definié claramente la naturaleza del peligro, se ha determinado que la necrosis esta
asociada a la liberacion de componentes intracelulares, como HMGB1 y proteinas de choque térmico, que se
denominaron DMAP, patrones moleculares asociados a peligro. Se observé que los DAMP promovian la produccién
de citoquinas inflamatorias y enfermedades autoinmunes. En modelos animales, se observé que los inhibidores de
HMGB1 y HSP90 mejoraban AR. La implicacion de DAMP elevé la perspectiva de poderse explorar la regulacion
negativa para la respuesta del huésped a DAMP para terapia de AR.

Interacciéon de CD24-Siglec 10 en la respuesta de hué sped a lesiones de tejido

Utilizando necrosis de higado inducida por acetaminofeno y comprobando la inflamacién, se observé que a través de
la interaccién con Siglec G, CD24 proporciona una regulacion potentemente negativa para la respuesta del huésped
a lesiones de tejido. CD24 es una molécula de anclaje GPI que se expresa ampliamente en células hematopoyéticas
y otras células madre del tejido. Los andlisis genéticos de diversas enfermedades autoinmunes en seres humanos,
entre las que se incluyen esclerosis mdltiple, lupus eritematoso sistémico, AR y artritis de célula gigante, presentaron
una significativa asociacion entre el polimorfismo de CD24 y el riesgo de enfermedades autoinmunes. Siglec G es u
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miembro de la familia de las lectinas 1, definida por su capacidad para reconocer estructuras que contienen acido
sialico. Siglec G reconoce estructuras que contienen acido sialico sobre CD24 y regula negativamente la produccién
de citoquinas inflamatorias a través de células dendriticas (16). En lo que se refiere a la capacidad para interactuar
con CD24, Siglec 10 humano y Siglec G de raton son funcionalmente equivalentes. No obstante, no esta aclarado si
existe una correlacion uno a uno entre los homélogos de ratén y ser humano. A pesar de que no se ha elucidado el
mecanismo completamente, es posible que SHP1 asociado a Siglec G participe en la regulacién negativa. Estos
datos, notificados en Science recientemente, conducen a un nuevo modelo en el que la interaccion CD24/siglec
G/10 puede desempefiar un papel crucial en la discriminacion del patrén molecular asociado a patégeno (PAMP) de
DAMP (Fig. 6).

Al menos dos mecanismos solapados pueden explicar la funcién de CD24. En primer lugar, al unirse a diversos
DMAP, CD24 puede atrapar los estimulos inflamatorios para prevenir su interaccion con TLR o RAGE. Esta nocion
esta corroborada por el hecho de que se ha observado que CD24 se asocia con varias moléculas DAMP, incluyendo
HSP70, 90, HMGB1 y nucleolina. En segundo lugar, tal vez tras la asociacion con DMAP, es posible que CD24
estimule la sefializacion mediante Siglec G. Ambos mecanismos pueden actuar conjuntamente, ya que los ratones
con la mutacién dirigida de cualquiera de los genes supuso una respuesta inflamatoria mucho mas fuerte. De hecho,
DC cultivado de médula 6sea de ratones CD24-/- o Siglec G/- produjo citoquinas mucho mas inflamatorias cuando
se estimulé con HMGB1, HSP70 o HSP90. En cambio, no se observé ningun efecto en su respuesta a PAMP, como
por ejemplo LPS y Polil: C. Estos datos no solamente proporcionaron un mecanismo para el sistema inmune innato
para distinguir patégeno de la lesion de tejido, sino que también indicaron CD24 y Siglec G como posibles dianas
terapéuticas para enfermedades asociadas a lesiones de tejido.

Efecto terapéutico de CD24Fc sobre artritis inducida por anticuerpo para colageno

Dado el presunto papel de la inmunidad innata para lesion de tejido en la patogénesis de AR y el papel para la ruta
de CD24-Siglec G/10 para regular negativamente dicha respuesta, se explor6 la posibilidad de estimular esta ruta
para tratar AR. La patogénesis de esencialmente todas las enfermedades autoinmunes implica la induccion de la
respuesta inmune al autoantigeno y la destruccién autoinmune. Se puso el centro de atencidén en la fase destructiva
autoinmune sobre la base de la nueva funcion de la interaccion CD24-Siglec G. Por consiguiente, para el analisis
preliminar, se adopté un modelo de artritis inducida por anticuerpo para colageno para evaluar el potencial del efecto
terapéutico.

Tal como se muestra en la Figura 7a, se indujo CAIA en ratones BALB/c de 8 semanas de vida por inyeccién i.v. de
un coctel de 4 mAbs anti-colageno (MD Biosciences, St. Paul, MN) a 2 mg/ratén el dia 1, e inyeccion i.p. de 100
mg/ratén de LPS (MD Bioscience) el dia 3. Se trat6 a los ratones el dia 1 con 1 mg de CD24Fc o con un volumen
equivalente de 1 x vehiculo PBS como control negativo. Tal como se muestra en la Fig. 7b, en comparacién con el
control de vehiculo, CD24Fc proporcioné un efecto terapéutico significativamente alto.

Para comprender el mecanismo en virtud del cual CD24Fc reduce la artritis en este modelo, se midieron las
citoquinas de articulaciones homogenizadas de ratones tratados con CD24Fc o el grupo de control tratado con PBS,
y se midi6 el sobrenadante de 200 ug de homogenatos de tejido con matriz de perlas de citoquina. En la Fig. 8a, se
muestra un ejemplo tipico, mientras que en la Fig. 8b se muestra el resumen de los datos. Estos datos demuestran
que CD24 administrado de forma sistematica reduce los niveles de mudltiples citoquinas inflamatorias incluyendo
TNF-a, IL-6, MCP-1(CCL2) e IL-1B.

El efecto de CD24Fc se sustancia por analisis histologico de las articulaciones sinoviales de ratones CAIA, tal como
se presenta en la Fig. 9. El dia 7 tras la induccién de artritis, la tincion con H&E demostré que la sinovia de las
articulaciones en el grupo PBS estaban fuertemente infiliradas con células inflamatorias, incluyendo neutrofilos,
macroéfagos vy linfocitos (Fig. 9a). Esto se redujo en gran medida en los ratones tratados con CD24Fc (Fig. 9b). Por
otra parte, se revelaron varias lesiones graves en el cartilago por la pérdida de la sefial de rojo de safranina en los
ratones tratados con PBS (Fig. 9c), no siendo asi en el grupo tratado con CD24Fc- (Fig. 9d).

Para determinar si CD24Fc tenia o no efecto terapéutico en AR crénica en ratones, se comenzo el tratamiento a los
5 0 7 después de la induccién de AR. Tal como se muestra en la Fig. 10, se observé una significativa reduccién de la
puntuacion de AR, tan solo a los dos dias del tratamiento con CD24Fc. El efecto terapéutico dur6 el resto del
periodo de observacioén incluso sin un tratamiento adicional. Estos datos refuerzan alin mas el potencial terapéutico
de CD24Fc en enfermedades crénicas.

Para estimar las dosis terapéuticas de CD24F en seres humanos, se titul6 CD24Fc a través de un amplio abanico de
dosis. Tal como se muestra en la Fig. 11, es suficiente tan solo 2 microgramos/ratdn para conseguir un efecto
terapéutico estadisticamente significativo.

Efecto terapéutico de CD24Fc dependiente de Siglec G

Para determinar si CD24Fc protege ratones por interaccion con Siglec-G, se determiné si el efecto terapéutico
dependia del gen Siglec-G. Dado que los ratones con deficiencia en Siglec-G se produjeron con células ES de
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ratones C57BL/6, se utilizaron ratones de tipo silvestre C57BL/6 como control. Tal como se muestra en la Fig. 12a,
dado que se sabe que los ratones B6 son menos susceptibles a CAIA, la puntuacién de la enfermedad global es
inferior a la observada en los ratones BALB/c. No obstante, una sola inyeccién de CD24Fc elimin6 esencialmente los
signos clinicos en los ratones de tipo silvestre. Cabe destacar que incluso aunque la enfermedad fuera menos grave
en los ratones con deficiencia en Siglec-G, CD24Fc no tuvo efecto terapéutico. Por lo tanto, el efecto terapéutico de
CD24Fc depende estrictamente del gen Siglec-G.

En conjunto, los datos descritos en el presente documento demuestran una alta eficacia terapéutica de CD24Fc para
CAIA. Dada la exhaustividad de los datos sobre la seguridad, estabilidad y fabricacion con éxito de CD24Fc se
puede afirmar el gran potencial de la proteina de fusidon como estrategia terapéutica para AR.

Ejemplo 5
Toxicidad

Los exhaustivos estudios sobre toxicidad de roedores y primates no humanos han demostrado la falta de toxicidad
relacionada con farmaco a una posologia de 12,5 a 125 mg/kg en ratén y primates no humanos.
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REIVINDICACIONES
1. Una proteina CD24 que consiste en una secuencia CD24 humana madura que consiste en SEQ ID NO: 1,
fusionada opcionalmente en el extremo C con una regién Fc de una proteina inmunoglobulina (Ig) de mamifero, en
donde la proteina CD24 no incluye una alanina o una valina inmediatamente C-terminal en la SEQ ID NO: 1.
2. La proteina CD24 de la reivindicacion 1, en donde la proteina CD24 es soluble.

3. La proteina CD24 de una cualquiera de las reivindicaciones 1y 2, en donde la proteina CD24 esta glucosilada.

4. La proteina CD24 de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde la porcién Fc de la I|g de mamifero se
fusiona en el extremo C de CD24 maduro.

5. La proteina CD24 de la reivindicacion 4, en donde la proteina Ig es humana.

6. La proteina CD24 de la reivindicacion 5, en donde la porcién Fc consiste en la regién bisagra y los dominios CH2
y CH3 de la proteina Ig humana y en donde la Ig se selecciona del grupo que consiste en IgG1, 19G2, 19gG3, 1gG4 e
IgA.

7. La proteina CD24 de la reivindicacion 5, en donde la porciéon Fc comprende una region bisagra y los dominios
CH3 y CH4 de IgM.

8. La proteina CD24 de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde la proteina CD24 se produce utilizando
un sistema de expresion de proteinas eucariotas.

9. La proteina CD24 de la reivindicacién 8, en donde el sistema de expresién comprende un vector contenido en una
linea celular de ovario de hamster chino o un vector retroviral defectivo en replicacion.

10. La proteina CD24 de la reivindicacion 9, en donde el vector retroviral defectivo en replicacion esta integrado
establemente en el genoma de una célula eucariota.

11. La proteina CD24 de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6 y 8-10, que consiste en la SEQ ID NO: 1
fusionada en el extremo C con la region bisagra y los dominios CH2 y CH3 de IgG1 humana.

12. Una composicion farmacéutica que comprende la proteina CD24 de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11
y un disolvente.

13. Una proteina CD24 de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11 para su uso en el tratamiento de artritis
reumatoide.
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURA 6
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FIGURA 10
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FIGURA 11
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