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DESCRIPCION
Tratamiento de esclerosis multiple

Campo de la invencion

Las diversas realizaciones de la presente invencion se refieren a productos y métodos para el tratamiento de
esclerosis mudltiple, en particular, esclerosis mdultiple remitente-recidivante estable y activa, esclerosis mudltiple
progresiva primaria, progresiva secundaria y recidivante progresiva. Se describen asimismo pruebas diagndsticas.

Antecedentes de la invencion

Esclerosis miltiple es una enfermedad neurodegenerativa que afecta al sistema nervioso central (SNC). El inicio de
la enfermedad suele producirse en adultos jévenes, con edades comprendidas entre 20 y 40 afios, sin embargo, la
causa subyacente precisa de la EM es desconocida. Actualmente, no existe ninguna cura para esta enfermedad
incapacitante y el tratamiento se centra principalmente en el tratamiento de los sintomas. Independientemente de la
etiologia de la enfermedad, se ha descubierto que el sistema inmune desempefia un papel central en la patogénesis
de EM. En particular, las lesiones que se forman en el cerebro y/o la médula espinal durante el progreso de la
enfermedad se caracterizan frecuentemente por una infiltracion inflamatoria excesiva y la presencia de linfocitos T
CD4'/ CD8" autorreactivos y linfocitos B autorreactivos. Por otra parte, el atague en curso del SNC mediado por
diversos tipos de células inflamatorias y/o inmunes parece ser la causa principal del dafio nervioso y, en patrticular, la
desmielinizacion de axones, asociada a esta enfermedad. La aféresis es un tratamiento utilizado para empobrecer
componentes de la sangre, como por ejemplo anticuerpos, lipoproteinas de baja densidad (LDL) y glébulos. La
leucaféresis es el tratamiento de aféresis utilizado para separar glébulos blancos, leucocitos. Se conecta al paciente
con un sistema de circulacion de la sangre extracorporeo; se extrae la sangre de una vena de un brazo, se pasa a
través de un dispositivo de columna y se retorna al otro brazo del paciente. La patente internacional
W02010/029317 describe columnas de aféresis Utiles para el tratamiento de afecciones inflamatorias incluyendo
una quimioquina inmovilizada sobre un soporte sélido.

Como técnica relacionada se puede mencionar Nakane Shunya et al., Multiple Sclerosis Journal, 2003, 9(6), pp.
579-584, que se refiere a citaféresis con un filtro para la separacion selectiva de linfocitos T CD4" en un modelo
animal experimental de esclerosis mdultiple humana. Asimismo, Mahad Don, et al., Seminars in Immunology, 2003,
15(1), pp. 23-32, se refiere al papel de MCP-1(CCL2) y CCR2 en esclerosis multiple y el modelo experimental EAE.

Sumario de la invencion

Las quimioquinas constituyen una clase de moléculas de citoquinas relacionadas con el reclutamiento y activacion
de células en inflamacién. Las quimioquinas causan quimiotaxis y activacion de diversas subpoblaciones de las
células en el sistema inmune. La actividad de las quimioquinas esta mediada principalmente por la firme union a sus
receptores en la superficie de los leucocitos. En ciertas realizaciones, la presente invencion se basa en el hecho de
haber comprendido que la interaccion entre las quimioquinas y las células que expresan sus receptores puede ser
explotada para el tratamiento de esclerosis mdltiple. En particular, varios tipos de esclerosis mdltiple, como
esclerosis miltiple remitente-recidivante estable y activa, incluyen un componente inflamatorio. Los autores de la
invencion han determinado que dirigirse al mayor reclutamiento de células que expresan receptor de quimioquina
especifico en el sitio de la inflamacién presenta un nuevo enfoque terapéutico para tratar dichas afecciones.
Ademas, en dichas afecciones, es posible que aumente la expresion del receptor de quimioquina en cada célula los
gue proporciona también en este caso un enfoque terapéutico para tratar dichas afecciones. En el presente
documento se demuestra que las personas que padecen EM presentan una mayor frecuencia de células que
expresan receptor de quimioquina en la sangre periférica, en particular, linfocitos T que expresan CCR2 y CCR6, en
comparacion con los controles sanos. Asimismo, en el presente documento, se demuestra que es posible separar
las células CDCR2 utilizando un reactivo de uniéon adecuado, en particular, MCP-1 (en forma biotinilada),
inmovilizada en una matriz adecuada. De manera similar, en el presente documento se demuestra que es posible
empobrecer las células que expresan CCR6 (adicionales) utilizando un reactivo de unién adecuado, en particular,
CCL20 (MIP-31), en la forma biotinilada, inmovilizado sobre una matriz adecuada. En consecuencia, la presente
invencion se refiere a un reactivo de unién capaz de unirse especificamente al receptor de quimioquina CCR2, para
su uso en el tratamiento de esclerosis multiple, en el que el reactivo de uniéon se inmoviliza sobre un soporte sélido
contenido en una columna de aféresis a la que se aplica sangre periférica del paciente separando asi las células que
expresan CCR2 de la sangre periférica del paciente, en el que el reactivo de unién es quimioquina MCP-1/ CCL2.
Por otra parte, la invencion se refiere también a un método de seleccién de un tratamiento adecuado para esclerosis
multiple que comprende determinar:

a) los niveles de una o mas de las células que expresan receptor de quimioquina CCR2.
b) niveles de expresion de CCR2; y/o
c) niveles de células con una alta expresion de CCR2

en una muestra obtenida de una persona, en el que niveles altos de células que expresan CCR2, niveles altos de
expresion de CCR2 o niveles altos de células con una alta expresion de CCR2 o mayores niveles de células que
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expresan CCR2 en comparacion con el control, mayores niveles de expresion de CCR2 en comparacion con el
control o mayores niveles de células con una alta expresion de CCR2 en comparacién con el control tienen como
resultado la seleccion de un tratamiento, tal como se ha definido, para su uso en el tratamiento de esclerosis
multiple. Por tanto, en ciertas realizaciones, la invencion sirve para reducir el reclutamiento de leucocitos
inflamatorios, que expresan receptores de quimioquina caracteristicos y, posiblemente, expresan receptores de
guimioquina caracteristicos a mayores niveles, para sitios de inflamacién relacionados con la esclerosis multiple,
como por ejemplo esclerosis multiple remitente-recidivante estable y activa, esclerosis mdltiple progresiva primaria,
progresiva secundaria y recidivante progresiva. Esto se consigue utilizando reactivos de unién especifica para
capturar leucocitos inflamatorios que expresan receptor de quimioquina especificos del paciente. Por consiguiente,
la invencién permite un método de tratamiento de esclerosis mdultiple que comprende la aplicacién de sangre
periférica de un paciente a una columna de aféresis cargada con un soporte sélido que comprende uno o mas
reactivos de unién capaces de unirse especificamente a receptores de quimioquina CCR2, inmovilizados directa o
indirectamente en el soporte separando asi las células que expresan receptores de quimioquina CCR2, de la sangre
periférica del paciente. La sangre periférica de la que se han separado las células que expresan el receptor de
quimioquina puede retornarse al paciente para completar el tratamiento. Tal como se muestra en el presente
documento, se pueden inmovilizar en un soporte sdlido reactivos de union adecuados, ya sea directa o
indirectamente, para generar una columna de aféresis adecuada para capturar células que expresan receptor de
quimioquina pertinentes. Cuando se observan mayores niveles de expresion de receptor de quimioquina, es posible
qgue sea preferente separar dichas células de la sangre periférica utilizando las columnas para su uso en la
invencion. Por tanto, las diversas realizaciones de la invencion se dirigen preferentemente a células CCRZh', tal
como se definen en el presente documento para su separacion de la sangre periférica. La expresion “alta” puede
determinarse de acuerdo con técnicas de citometria de flujo convencionales. Se mide el nivel en relacion con los
niveles e expresion del receptor de quimioquina en las células tomadas de una persona sana. La Figura 13 adjuntas
proporciona un ejemplo de una estrategia de seleccién de poblaciones (gating). La presente invencién proporciona
un reactivo de union capaz de unirse especificamente al receptor de quimioquina CCR2 para su uso en el
tratamiento de esclerosis mdltiple, en el que se inmoviliza el reactivo de unién sobre un soporte sélido contenido
dentro de una columna de aféresis, a la que se aplica sangre periférica de un paciente separando asi células que
expresan receptor de quimioguina CCR2 de la sangre periférica del paciente, en el que el reactivo de union es la
qguimioquina MCP-1/CCL2. Los monocitos son producidos por la médula ésea desde precursores de células madre
hematopoyéticas denominadas monoblastos. Los monocitos pueden diferenciarse en macréfagos o células
dendriticas. Los monocitos y su progenie de macrofagos y células dendriticas cumplen una serie de funciones en el
sistema inmune, entre las que se incluyen fagocitosis, presentacion de antigeno y produccion de citoquina. Los
monocitos se pueden caracterizar con referencia a la expresion del marcador de la superficie celular CD14,
opcionalmente junto con CD16. Los monocitos clasicos se pueden caracterizar por un alto nivel de expresion del
receptor de superficie celular CD14 (monocito CD14"" CD16). Los monoacitos no clasicos se pueden caracterizar por
un bajo nivel de expresion de CD14 y con una co-expresion adicional del receptor CD16 (monocito CD14" CD16™).
Los monocitos intermedios se pueden caracterizar por un alto nivel de expresion de CD14 y un bajo nivel de
expresion de CD16 (monocitos CD14™ CD16"). Los macréfagos se derivan de monocitos y son los responsables de
proteger los tejidos de sustancias extrafias. Son células que poseen un gran nicleo liso, una gran area de vesiculas
citoplasmicas e internas para procesar material extrafio. El término “macrofago” puede referirse a una célula
derivada de monocito que expresa uno o mas de los siguientes marcadores de la superficie de la célula, CD14,
CD11b, lisozima M, MAC-1/MAC-3 y CD68. El término macrofago incluye tanto macréfagos activados como
inactivados. Los macréfagos activados pueden caracterizarse por la expresion de uno o mas entre CD69, ENG,
FCER2 e IL2RA, HLA-DR, CD86. Los macrofagos inactivados no han recibido ain sefiales de activacion, por
ejemplo, a través de receptores TLR, y por tanto expresan menos marcadores de activacion en la superficie de la
célula, lo que se correlaciona con una menor maduraciéon. Los macrofagos M1 pueden caracterizarse por la
expresion de uno o mas CD16°'CD32°CD64" y secretar principalmente IL-23 e IL-1, TNF, IL-6 y altos niveles de IL-12
y, ademas, moléculas efectoras como iNOS y ROI. Los macroéfagos M1 tienen caracteristicas citotoxicas, a
diferencia de los macrofagos M2. Los macréfagos M2 se pueden caracterizar por la expresién de uno o mas
SRA/B+CD163"MR'CD14" y expresar TGFB, IL-10 y IL-1Ra. Los macréfagos asociados a tumor (MAT) comparten
muchas caracteristicas con los macréfagos M2 y se consideran como macrofagos polarizados M2. El paradigma
M1/M2 puede encontrarse también en subconjuntos de monocitos en los que los monocitos bajos CD14" CD16
CXC3R1 se consideran el subconjunto “inflamatorio” y los CD14°* CD16"CXC3R1*"® son monocitos “residentes”.

Los tres tipos principales de linfocitos son linfocitos T, linfocitos B y linfocitos citotéxicos naturales (NK). El término
“linfocito T” incluye linfocitos T CD4", como por ejemplo linfocitos T colaboradores (linfocitos Thl y linfocitos Th2) y
linfocitos T CD8", como por ejemplo linfocitos T citotéxicos. Los linfocitos Thl pueden caracterizarse por la expresion
de CCRS5 y/o por la produccién de IFN-y. Los linfocitos Th2 pueden caracterizarse por la expresién de CCR3 y/o por
la produccién de IL-4.

La invencion reivindicada puede dirigirse a eosindfilos. El nombre “eosindéfilo” deriva de las propiedades de afinidad a
acido” eosinofilico de la célula. Normalmente transparente, es esta afinidad la que hace que tengan un tono rojo
ladrillo después de la tincidon con eosina, un colorante rojo, aplicando el método de Romanowsky. La tincion se
concentra en granulos pequefios dentro del citoplasma celular, que contiene muchos mediadores quimicos, tales
como histaminas y proteinas, como por ejemplo eosinéfilo peroxidasa, ribonucleasa (RNAsa), desoxiribonucleasas,
lipasa, plasmindgeno y proteina basica mayor. Estos mediadores se liberan a través de un proceso denominado
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desgranulacion tras la activacién del eosinéfilo y son toxicos para tejidos tanto parasitos como hospedadores.

Los eosinodfilos se desarrollan y maduran en la médula dsea. Se diferencian de las células precursoras mieloides
como respuesta a las citoquinas interleuquina 3 (IL-3), interleuquina 5 (IL-5) y factor estimulador de colonias de
macréfagos y granulocitos (GMCSF). Los eosindfilos producen y almacenan muchas proteinas de granulo
secundarias antes de salir de la médula 6sea. Después la maduracion, los eosindfilos circulan en la sangre y se
desplazan a sitios inflamatorios en los tejidos como respuesta a quimioquinas como CCL11 (eotaxina-1), CCL24
(eotaxina-2), CCL5 (RANTES) y MCP1/4. Los eosindfilos pueden activarse mediante citoquinas de tipo 2 liberadas
desde un subconjunto especifico de linfocitos T colaboradores (Th2)); IL-5, GM-CSF e IL-3 son importantes para la
activacion de eosindfilos, asi como para la maduracién. Se ha demostrado que CD44 y C69 representan diferentes
tipos de marcadores de activacién de la superficie celular para eosinéfilos humanos. CD69 esta ausente de
eosindfilos “nuevos” pero se expresa tras su activacion (utilizando citoquinas). CD44, por otra parte, se expresa
constitutivamente, pero la expresion se regula a la alza significativamente como respuesta a la activacion
(Matsumoto et al., Am. J. Respir. Cell Mol. Biol., volumen 18, Nimero 6, junio, 1998 860-866). Los marcadores
especificos de célula para eosindfilos incluyen CD9 y CDw125.

Los basofilos se conocen también como granulocitos baséfilos. A diferencia de los eosindfilos, estos leucocitos son
basofilos, es decir, son susceptibles de tincibn mediante colorantes basicos. Los baséfilos contienen grandes
granulos citoplasmicos que oscurecen el nicleo celular bajo el microscopio. Sin embargo, cuando estan sin tefiir, el
ndcleo es visible y normalmente tiene 2 Iébulos. Los baséfilos almacenan histamina, que es secretada por las
células tras estimulacion.

Los basdfilos tienen receptores de proteina sobre su superficie celular que se une a IgE, una inmunoglobulina
relacionada con la defensa contra macroparasitos y la alergia. Se une al anticuerpo IgE que confiere una respuesta
selectiva de estas células a sustancias del entorno, como por ejemplo, proteinas de polen o antigenos helmintos.
Estudios recientes en ratones indican que los basofilos pueden regular también el comportamiento de linfocitos T y
mediar la magnitud de la respuesta inmune secundaria. Los baséfilos pueden presentar un inmunofenotipo basado
en la expresion (o falta de ella, indicada como “+” o0 “-*, respectivamente de uno o mas de los siguientes marcadores
: FceRI+, CD123, CD49b(DX-5)*, CD69", Thy-1.2+, 2B4*, CD11 bdull, CD117(c-kit)’, CD24", CD19", CD80", CD14,
CD23, Ly49c’, CD122°, CD11c, Gr1, NK1.1°, B220, CD3, ydTCR’, afTCR’, a4 y B4-integrina negativa.

Cuando estan activados, los baséfilos se desgranulan para liberar histamina, proteoglucanos (p.ej., heparina y
condroitina) y enzimas proteoliticas (p.ej., elastasa y lisofosfolipasa). También segregan mediadores de lipidos como
leucotrienos y diversas citoquinas. La histamina y los proteoglucanos se pre-almacenan en los granulos de la célula,
mientras que las demas sustancias secretadas se generan nuevamente. Cada una de estas sustancias contribuye a
la inflamacion. Datos recientes indican que los basofilos son una importante fuente de la citoquina, interleuquina-4,
quiza mas importante que los linfocitos T. La interleuquina 4 se considera como una de las citoquinas criticas en el
desarrollo de alergias y la produccion de anticuerpo IgE para el sistema inmune. Existen otras sustancias que
pueden activar los basdfilos para que secreten lo que indica que estas células tienen otras rutas de inflamacion.

Las distintas realizaciones de la invencion reivindicada pueden implicar interacciones de unién especificas con
marcadores de la superficie de la célula (y especificos de la célula) ademas de la separacion basada en la unién a
CCR2.

CCR2 expresado en las células mencionadas se une mediante quimioquinas como proteina quimioatrayente de
monocitos 1 (MCP-1).

MCP-1 (CCL2) es un importante quimioatrayente para monocitos y los linfocitos T de memoria por medio de su
union a su receptor de superficie celular especifico, receptor 2 de quimioquina-CC (CCR2). CCR2 es el simbolo del
gen aprobado por el Comité de Nomenclatura de Genes HUGO para receptor 2 de quimioquina (motivo C-C). La
identificacion HGNC para este gen es 1603. El gen esta localizado en la posicidon de cromosoma 3p21. El simbolo
anterior y el nombre para el gen es CMKBR2. Entre los sinénimos para este gen se incluyen CC-CKR-2, CD192,
CKR2, FLJ78302 y MCP-1-R. La secuencia de referencia NCBI es NM_001123041.2 disponible el 13 de junio.

El tratamiento que permite la invencién puede tener como resultado el alivio o mejora de los sintomas, prevencion de
la progresion, regresion de la afeccion o completa recuperacion. Los parametros cuantificables del tratamiento con
éxito incluyen uno o mas, hasta todos, de la Puntuacién de Gravedad de Esclerosis mdltiple o MRI. En las
realizaciones especificas, un solo tratamiento es suficiente para causar un empobrecimiento de aproximadamentel0
%, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 % o0 70 % o0 mas hasta 80 %, 90 %, 95 % o0 mas, o cualquier intervalo de valores
comprendido o que incluya estas cantidades de células que expresan receptor de quimioquina CCR2 desde la
sangre periférica del paciente. En las realizaciones especificas, se consigue al menos un empobrecimiento en torno
a un 50 % en un solo tratamiento. Por lo tanto, se puede definir el éxito de un tratamiento en lo que se refiere al
empobrecimiento de células que expresan CCR2. El tratamiento puede conducir al empobrecimiento de entre
aproximadamente 100 y 500 millones de células que expresan CCR2, como por ejemplo monocitos, en ciertas
realizaciones y, mas en particular, aproximadamente 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 o 500 millén de células
que expresan CCR2. Al unirse a la columna a través de la interaccién del reactivo de unidén —receptor de
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quimioquina, se inmovilizan las células que expresan receptor de quimioquina. Estas células inmovilizadas expresan
otros receptores de quimioquina no ocupados que pueden ser de un tipo igual o diferente al utilizado para la captura.
Dichos receptores de quimioquina adicionales pueden permitir la circulacion de quimioquinas que contribuyen al
estado inflamatorio que se va a capturar desde la sangre periférica. Por lo tanto, una reduccion en los niveles de
qguimioquina en circulacién (especificos) puede proporcionar una medicion del éxito del tratamiento. La invencién se
basa en un reactivo de unién que es capaz de unirse especificamente al receptor de quimioquina CCR2 y que es
quimioquina MCP-1/ CCL2. Esta reaccién de union especifica permite que las células expresen el receptor de
quimioquina que se va a separar de la sangre periférica del paciente cuando se pasa la sangre sobre el soporte
sélido sobre el que o en el que se inmoviliza el reactivo de unién. Se entiende por “unién especifica” que el reactivo
de union despliega una especificidad de unién suficiente y afinidad/cinética de unién apropiada como para permitir la
separacion de células que expresan CCR2 desde la sangre periférica. Si bien no se excluye que el reactivo de unién
sea capaz de unirse a otras moléculas, como por ejemplo otros receptores de quimioquina, el reactivo de unién se
unira preferentemente a células que expresan CCR2 y, en particular, a células que expresan mayores niveles de
CCR2 (tal como se define mejor en el presente documento). Las quimioquinas son normalmente, aunque no
necesariamente de forma exclusiva (particularmente en el caso de formas truncadas o modificadas) agonistas de su
receptor afin y sirven para activar las células que expresan el receptor pertinente, tal como podran apreciar las
personas especializadas en la técnica. En el contexto de las diversas realizaciones de la presente invencién, el
término “quimioquina” comprende también quimioquinas biotiniladas o marcadas de otra forma. El término
“quimioquina” comprende también versiones modificadas o truncadas de la quimioquina y fragmentos de
guimioquina siempre y cuando la forma modificada o truncada retenga su capacidad para unirse a su receptor afin
(y, por tanto, siga siendo funcional en el contexto de las diversas realizaciones de la invencién). La quimioquina no
tiene por qué retener necesariamente su actividad bioldgica ya que es su afinidad de union especifica para CCR2 lo
gue se requiere. En ciertas realizaciones, la quimioquina carece de actividad bioldgica, como por ejemplo, por lo que
respecta a la activacién del receptor CCR2. Se pueden introducir modificaciones para mejorar la sintesis de
proteinas, por ejemplo, uniformidad del producto y rendimiento. Tal como saben las personas especializadas en la
técnica, entre los ejemplos de modificaciones se incluyen adiciones, sustituciones, deleciones de aminoacidos u
otras modificaciones de uno o mas aminoacidos en la quimioquina. Las modificaciones pueden comprender
sustitucion del aminoéacido de tipo silvestre por aminoacidos no naturales, como norleucina (NLeu) y aminoacidos
derivados como acido piroglutamico (pyroGlu). Dichas modificaciones se pueden realizar para reducir al minimo la
formacion de productos secundarios durante el almacenamiento y el uso de columnas de las diversas realizaciones
de la invencion. Las modificaciones se pueden realizar para mejorar el marcado, por ejemplo, inclusién de un
espaciador de polietilen glicol (PEG) para facilitar la biotinilacion. La biotinilacién y/o conjugacion con fluorocromos u
otros grupos marcadores de la quimioquina se realiza de tal manera que no afecte sustancialmente a la capacidad
de union del receptor. Es preferente la biotinilacion especifica de sitio u otro marcado ya que el marcado no selectivo
de quimioquinas puede comprometer la actividad de unién a receptor. La biotinilacién u otro marcado es preferente
generalmente en el extremo C o hacia el extremo C de la proteina, ya que los autores de la invencion han observado
gue las modificaciones en este area se toleran bien por lo general (por lo que respecta al minimo efecto sobre la
capacidad de unién del receptor). La biotinilacion se puede llevar a cabo de forma especifica de sitio en cualquier
aminoacido adecuado. Entre los ejemplos de aminoacidos adecuados se incluyen lisina, acido diaminopropiénico y
ornitina. Generalmente, se puede hacer referencia a Natarajan S et al, Int. J. Pept. Protein Res., 1992, 40, 567-74;
Baumeister B, Int. J. Peptide Res. And Therapeutics, 2005, 11, 139-141; Bioconjugate techniques 22 edicién, Greg T.
Hermanson.

Los truncamientos pueden implicar la delecién de aminoacidos N o C terminales, segun sea apropiado, o ambos.
Normalmente, la version truncada retendra los restos requeridos para que la quimioquina se pliegue correctamente,
por ejemplo, para retener una estructura plegada de quimioquina, en correspondencia con el requisito de que una
version truncada debe retener la capacidad para unirse al receptor pertinente (expresado por un leucocito o en su
superficie). Las moléculas de quimioquina incluyen normalmente enlaces disulfuro entre los restos de cisteina 1°y 3°
y 2°y 49°, respectivamente, tal como entenderan las personas especializadas en la técnica. Cuando se presentan las
secuencias en el presente documento, debe asumirse que se formaran estos enlaces disulfuro en la proteina
plegada (a no ser que se afirme de otro modo). Las versiones truncadas pueden comprender cualquier intervalo
entre 1 y 100 aminoacidos menos, como 1, 2, 3, 4, 5, etc. aminoacidos menos que la secuencia de aminoacido de
tipo silvestre en ciertas realizaciones. Naturalmente, las versiones truncadas pueden comprender otra modificacion,
tal como se detalla en el presente documento. La versién modificada o truncada puede ser idéntica a la secuencia
de aminoacidos total en un 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o0 mas con
respecto a la longitud completa de la quimioguina de tipo silvestre (en la que una delecién se cuenta como una
diferencia de la secuencia de aminoacido) en ciertas realizaciones. En la secuencia comin entre las moléculas (es
decir, los aminoacidos que no se han suprimido), puede haber una identidad de secuencia de un 80 %, 85 %, 90 %,
91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de la secuencia de amino&cidos en ciertas realizaciones.
La identidad de secuencia se puede determinar aplicando algoritmos conocidos tales como analisis BLAST o GAP
(Programa GCG) (aplicando ajustes por defecto) que son del dominio publico. Las quimioquinas pueden carecer del
péptido de sefal N-terminal que se escinde durante la sintesis in vivo.

Las quimioquinas especificas Utiles en las diversas realizaciones de la presente invencién son MCP-1. Ambas MCP-
1 se unen solamente al receptor de quimioquina CCR2 y por tanto es preferente esta quimioquina.
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Puede aplicarse cada una de las quimioquinas MCP-1/CCL2 modificadas y truncadas, descritas con mayor detalle
en el presente documento (haciendo referencia a las secuencias de aminoacido pertinentes, tal como se exponen en
las SEQ ID NO y que acompafian a los ejemplos experimentales), de acuerdo con la presente invencion. Dichas
formas modificadas pueden instruir a las personas especializadas en lo que se refiere a formas modificadas
adicionales de las mismas quimioquinas u otras quimioquinas que pueden ser adecuadas para su uso en la
invencion. Las quimioquinas presentan homologia de secuencia variable, con una variacion de menos de 20 % a por
encima de 90 %, pero comparten todas ellas estructuras terciarias similares que consisten en un extremo N-
desordenado, seguido de un bucle largo (el bucle N-) que termina en una hélice 310, una lamina 3 de tres hebras y
una hélice C-terminal. La topologia global se establece mediante enlaces disulfuro. La estructura terciaria comun es
una caracteristica comun de la familia de las proteinas citoquinas (Fernandez EJ annd Lolis E., Annu. Rev.
Pharmacol. Toxicol., 202, 42, 469-99; Allen SJ et al, Annu. Rev. Immunol., 2007, 25, 787-820,). Los truncamientos
dentro de esta regiéon N-terminal pueden mantener la union al receptor, pero pueden conducir a un cambio o pérdida
de la funcién (para los ejemplos, Zhang YJ et al, J. Biol. Chem., 1994, 269, 15918; Gong J-H and Clark-Lewis 1., J.
Exp. Med., 1995, 181, 631-640; Fernandez EJ annd Lolis E., Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol., 202, 42, 469-99; Allen
SJ et al, Annu. Rev. Immunol., 2007, 25, 787-820). Pueden prepararse también truncamientos en el extremo C de la
citoquina y mantener la actividad de union a receptor (Treating Inflammatory Disorders, Ola Wingvist and Graham
Cotton, patente internacional W02010/029317). Tal como saben las personas especializadas en la técnica, las
quimioquinas comparten dominios de unién a receptor especificos, incluyendo un pliegue monomérico similar,
caracterizado por ejemplo por un dominio amino terminal desordenado, seguido de una region del nlcleo
conservada que consiste en el llamado “bucle N”, tres hebras 8 anti-paralelas y una hélice a carboxilo terminal. Si
bien no se pretende vincularse a teoria alguna, se cree que la interaccion entre quimioquina y receptor de
guimioquina es un mecanismo en dos etapas en el que el nicleo de la quimioquina interactda primero con el sitio de
union formado por los dominios extracelulares del receptor, mientras que se forma otra interaccion entre el extremo
N de la quimioquina y un segundo sitio de unién en el receptor para desencadenar la activacion de receptor. Por lo
tanto, se pretende que un “fragmento” como por ejemplo un fragmento funcional de una quimioquina, signifique una
porcion de la secuencia de aminoacidos de la proteina que retiene la unién para su receptor afin. El fragmento
puede incluir por ejemplo la regién de pliegue monomérico o porciones de las mismas, como por ejemplo el domino
amino terminal, la regién del nicleo conservada y/o el “bucle N”, las hebras (3 anti-paralelas y/o la hélice a carboxilo
terminal o combinaciones y porciones de los mismos. Asimismo, se reconoce que puede mutarse considerablemente
un polipéptido sin alterar materialmente una o mas de las funciones del polipéptido, como por ejemplo, sin alterar la
union especifica y/o el plegamiento de la proteina. Se sabe que se degenera el cddigo genético y por tanto
diferentes codones codifican los mismos amino&cidos. Incluso cuando se introduce la sustitucién de aminoacido, la
mutacion puede ser conservadora y no tener impacto material sobre las funciones esenciales de la proteina (véase
por ejemplo Stryer, Biochemistry 42 Ed., W. Freeman & Co., Nueva York, NY, 1995). Esto incluye por ejemplo la
capacidad de la proteina de unirse e interactuar con otras proteinas, como por ejemplo una quimioquina truncada
gue se une a un receptor afin.

En algunos ejemplos, se puede suprimir parte de una cadena de polipéptidos sin deteriorar o eliminar todas sus
funciones. Por ejemplo, la delecion de entre aproximadamente 1 y aproximadamente 20 aminoacidos en el extremo
C- y/o N- como por ejemplo deleciones de aproximadamente 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19 o 20 aminoacidos en el extremo C- y/o N- pueden tener como resultado una quimioquina que retenga la
funcién, como por ejemplo, la unién especifica de su receptor afin. Dichos truncamientos pueden retener la funcion
completa de una proteina completa y/o puede permitir que se retengan las funciones de dichas interacciones
proteina-proteina, como en el caso de interacciones ligando-receptor. Se pueden utilizar en los métodos y
dispositivos descritos en el presente documento quimioquinas que tienen deleciones de un pequefio nimero de
aminoacidos, por ejemplo, menos de aproximadamente un 20 % (como por ejemplo, menos de aproximadamente 18
%, menos de aproximadamente 15 %, menos de aproximadamente 10 %, menos de aproximadamente 8 %, menos
de aproximadamente 5 %, menos de aproximadamente 2 % o menos de aproximadamente 1 %) del nimero total de
aminoacidos en la quimioquina de tipo silvestre. Por otra parte, se pueden realizar inserciones o adiciones en la
cadena de polipéptidos, por ejemplo, adicién de etiquetas de epitopo, sin perjudicar o eliminar sus funciones
(Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publ. Assoc. and Wiley-Intersciences, 1998). Otras
modificaciones que se pueden introducir sin perjudicar materialmente una o mas funciones de un polipéptido
incluyen, por ejemplo, modificaciones quimicas o bioquimicas in vivo o in vitro o la incorporacién de aminoacidos
inusuales. En algunos ejemplos, un fragmento funcional de una quimioquina puede consistir en aproximadamente 10
0 mas, aproximadamente 25 o mas, aproximadamente 50 o mas, aproximadamente 75 o mas, aproximadamente
100 o mas, aproximadamente 125 o mas, aproximadamente 150, aproximadamente 175 o mas o aproximadamente
more 0 200 o mas restos de aminoacidos de una secuencia de aminoacidos de quimioquina.

En algunos ejemplos, la quimioquina tiene un aminoéacido que tiene al menos aproximadamente 60 % o 65 % de
identidad de secuencia, aproximadamente 70 % o 75 % de identidad de secuencia, aproximadamente 80 % o 85 %
identidad de secuencia, aproximadamente 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % de
identidad de secuencia en todas su longitud en comparacién con la secuencia de referencia, como por ejemplo las
que se detallan en el presente documento, como por ejemplo utilizando el NCBI Blast 2.0 con espacios BLAST
ajustado para parametros por defecto. El alineamiento se puede llevar a cabo también de forma manual para
inspeccion. Se puede introducir una 0 mas modificaciones de aminoacido conservadoras en la secuencia de
aminoacidos de quimioquina, ya sea adicién, delecion, modificacion, que no altere sustancialmente la estructura
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tridimensional del polipéptido o su capacidad para unirse al receptor afin. Por ejemplo, una sustitucion de
aminoéacido conservadora no afecta a la capacidad de la quimioquina de unirse especificamente a su receptor afin.
Las tablas de sustitucion conservadora que proporcionan aminoacidos de funcionalidad similar son muy conocidas
en la especialidad. Los seis grupos que se indican a continuacién contienen aminoacidos que son sustituciones
conservadoras unos de otros: 1) Alanina (A), Serina (S), Treonina (T); 2) Acido aspartico (D), Acido glutamico (E); 3)
Asparagina (N), Glutamina (Q); 4) Arginina (R), Lisina (K); 5) Isoleucina (I), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V); y
6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptofano (W).

Las quimioquinas se pueden modificar a través de diversas técnicas quimicas para producir derivados que tienen
esencialmente la misma actividad o funcién, como la unién a un receptor afin que los péptidos sin modificar, y que
tienen opcionalmente otras propiedades deseables. Por ejemplo, se pueden proporcionar grupos de acido
carboxilico de la proteina, ya sean del terminal carboxilo o de la cadena lateral, en forma de una sal de un catién
farmacéuticamente aceptable o esterificada para formar un éster de C1-C16, o convertirse a una amida de férmula
NR1R2 en la que R1 y R2 son cada uno de ellos independientemente H o alquilo de C1-C16 o combinarse para
formar un anillo heterociclico, como por ejemplo un anillo de 5- 0 6 miembros. Los grupos amino del péptido, ya sea
del terminal amino o de la cadena lateral pueden presentarse en forma de una sal de adicion de acido
farmacéuticamente aceptable, como HCI, HBr, acidos acético, benzoico, toluen sulfénico, maleico, tartarico y otras
sales organicas, o pueden modificarse en alquilo de C1-C16 o dialquil amino o convertirse ademas en una amida.

Los grupos hidroxilo de las cadenas laterales del péptido pueden convertirse en alcoxi de C1-C16 o en un éster de
C1-C-16 utilizando técnicas muy conocidas. Se puede sustituir el fenilo y los anillos fendlicos de las cadenas
laterales del péptido con uno o mas atomos de halégeno como F, CI, Br o |, o con alquilo de C1-C16, alcoxi de C1-
C16, acidos carboxilicos y ésteres de los mismos, o amidas de dichos &cidos carboxilicos. Los grupos metileno de
las cadenas laterales del péptido pueden extenderse en alquilenos de C2-C4 homodlogos. Se pueden proteger los
tioles con uno cualquiera de una serie de grupos protectores perfectamente conocidos, como grupos acetamida. Las
personas especializadas en la técnica reconoceran los métodos para introducir estructuras ciclicas en los péptidos
de la presente divulgacién para seleccionar y proporcionar limitaciones conformacionales a la estructura que resulten
en una mayor estabilidad. Por ejemplo, se puede afiadir una cisteina C- o N-terminal en el péptido, de manera que
cuando se oxide el péptido, contenga un enlace disulfuro generando un péptido ciclico. Otros métodos de ciclacién
del péptido incluyen la formacion de tieteres y amidas y ésteres carboxilo- y amino-terminales.

Los aminoacidos en un péptido, polipéptido o proteina estan unidos quimicamente por lo general a través de uniones
amida (CONH). Por otra parte, los aminoacidos pueden estar unidos a través de otros enlaces quimicos. Por
ejemplo, las uniones para los aminoacidos o analogos de aminoacido pueden incluir CHzNH-, - CH,S-, -CH2-CHa-, -
CH=CH-- (cis y trans), -COCH--, -CH(OH)CH»- y -CHH,SO- (Tanto éstos como otros se pueden encontrar en
Spatola, in Chemistry and Biochemistry of Aminoacidos, Peptides, and Proteins, B. Weinstein, eds., Marcel Dekker,
Nueva York, p. 267 (1983); Spatola, A. F., Vega Data (marzo 1983), Vol. 1, Publicacion 3, Peptide Backbone
Modificaciones (revision general); Morley, Trends Pharm Sci pp. 463-468, 1980; Hudson, et al., Int J Pept Prot Res
14:177-185, 1979; Spatola et al. Life Sci 38:1243-1249, 1986; Harm J. Chem. Soc Perkin Trans. 1307-314, 1982;
Almquist et al. J. Med. Chem. 23:1392-1398, 1980; Jennings-White et al. Tetrahedron Lett 23:2533, 1982; Holladay
et al. Tetrahedron. Lett 24:4401-4404, 1983; and Hruby Life Sci 31:189-199, 1982.

Mas especificamente, MCP-1 es Util para eliminar las células que expresan CCR2 de la sangre de un paciente.
CCL2 es el simbolo de gen aprobado por Comité de Nomenclatura de Genes HUGO para el ligando 2 de
guimioquina (motivo C-C), también conocido como MCP-1. La ID HGNC para este gen es 10618. El gen esta
localizado en la posicidon de cromosoma 17g11.2- g21.1. El simbolo previo y el nombre del gen es SCYA2 “citoquina
A2 inducible pequefia (proteina quimiotactica 1de monocito, homéloga de Sig-je de ratdn)”. Entre los sindnimos de
este gen se incluyen GDCF-2, HC11, MCP1, MGC9434, SMC-CF, "proteina quimioatrayente de monocito 1", "factor
activador y quimiotactico de monocitos”, “proteina quimiotactica 1 de monocitos, homdéloga de Sig-je de raton”,
“proteina JE secretora de monocito”, “subfamilia A (Cys-Cys) de citoquinas inducibles pequefias, miembro 2”. La
secuencia de referencia del Genbank para CCL2 es BC009716.1 disponible desde el 13 de junio de 2011. En el
presente documento, se describen con detalle ejemplos de quimioquinas modificadas de las diversas realizaciones
de la invencién que contienen modificaciones y/o truncamientos y especificamente adaptadas para su uso en la
invencion. Se ha producido MCP-1 con el resto 75, que puede ser una lisina (o cualquier otro aminoacido como
ornitina y acido diaminopropiénico, que pueda estar biotinilado), como sitio de biotinilacién de la quimioquina (la
numeracion se basa en la proteina madura que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 2). La biotinilacion
permite la inmovilizacion de MCP-1 sobre un soporte sélido (a través de la interaccion biotina-avidina). La secuencia
de aminoacidos basica de MCP-1, incluyendo una secuencia lider de 23 aminoacidos se expone en como SEQ ID
NO: 1. La secuencia de aminoacidos de la proteina madura se expone como SEQ ID NO: 2. Los autores de la
invencién han determinado que las quimioquinas pueden desplegar propiedades de unién mejoradas cuando se
biotinila la quimioquina a través de un grupo espaciador. El espaciador puede impedir que el grupo biotina afecte a la
afinidad de unién de la quimioquina. Se puede emplear cualquier grupo espaciador adecuado. Otras modificaciones
pueden proporcionar a la molécula propiedades ventajosas. La invencion se refiere también a derivados de
guimioquinas MCP-1 truncadas. La secuencia de aminoacidos de la version truncada se expone como SED ID NO:
3.
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Por consiguiente, en ciertas realizaciones, la invencién utiliza una quimioquina MCP-1 modificada que comprende,
consiste esencialmente o consiste en la secuencia de aminoacidos expuesta como SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o
SEQ ID NO: 3 en la que se han introducido una o mas de las siguientes modificaciones:

a) el resto glutamina 1 de SEQ ID NO: 2 ha sido reemplazado por piroglutamina

b) el extremo C se produce como derivado de amina (esto se puede conseguir por sintesis en un engarce amida)
c) el resto (region terminal C) en la posicién 98 de SEQ ID NO: 1 o la posicion 75 de SEQ ID NO: 2 o la posicion
67 de SEQ ID NO: 3, que puede ser un resto lisina u ornitina, esta biotinilado, opcionalmente a través de un
grupo espaciador, para permitir la inmovilizacion de la quimioquina sobre un soporte sélido, y/o

d) el resto metionina en la posicion 87 de SEQ ID NO: 1 o la posicién 64 de SEQ ID NO: 2 o la posicién 56 de
SEQ ID NO: 3 ha sido reemplazada por norleucina.

El aminoécido (region C-terminal) que puede ser un resto lisina o un equivalente funcional, en la posicién 98 de la
SEQ ID NO: 1 o la posicién 75 de SEQ ID NO: 2 o la posicion 67 de SEQ ID NO: 3 puede estar biotinilado a través
de un grupo espaciador adecuado, como un grupo espaciador de polietilen glicol (PEG) para permitir la
inmovilizacién de la quimioquina sobre un soporte sélido. En las realizaciones especificas, el espaciador PEG es un
acido 3,6-dioxo aminooctanoico. En las Figuras 7 a 9, respectivamente, se muestra la secuencia y la biotinilacion de
las quimioquinas MCP-1 modificadas de la invencion. Las quimioquinas MCP-1 modificadas pueden ser agonistas o
antagonistas de la actividad CCR2. Se pueden analizar para determinar su actividad en un ensayo adecuado, como
por ejemplo ensayos celulares. En particular, es posible determinar las propiedades agonistas y antagonistas en un
ensayo celular funcional sobre el receptor CCR2 humano. CCL2 (MCP-1) modificado corresponde a los restos 1 a
76de la proteina madura de longitud completa (y carece del péptido de sefial N-terminal de 23 aminoacidos que se
escinde) y retiene por tanto el pliegue de quimioquina. GIn en el extremo N de la proteina (GIn 1) esta sustituido con
una piroglutamina para impedir la generaciéon de especies mixtas de GIn N-terminal y pyroGlu (SEQ ID NO: 8). Esto
mejora el rendimiento de sintesis y asegura una preparacion de quimioquina homogénea a lo largo de la fabricacion
y uso de la columna. Se incorpora FmocLys(ivDde)-OH como resto 75 para facilitar el marcado especifico de sitio en
esta posicion de la proteina (SEQ ID NO: 9). Se puede incorporar un espaciador adecuado, como por ejemplo un
espaciador de PEG, entre la funcionalidad e-amino y la biotina. Por tanto, la invencién puede utilizar una quimioquina
modificada, incluyendo una version biotinilada, que comprende, consiste esencialmente en o consiste en la
secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 10:

H-XPDAINAPVTCCYNFTNRKISVQRLASYRRITSSKCPKEAVIFKTIVAKEIC
ADPKQKWVQDSMDHLDKQTQTPXT-NH,

X1 = pyroGlu (pero puede permanecer como GIn en algunas realizaciones)

X75 = un resto de aminoacido que se puede biotinilar como por ejemplo lisina, ornitina 0 acido diaminopropiénico vy,
opcionalmente, esta biotinilado, opcionalmente, a través de una molécula espaciadora como PEG, p.ej., K(PEG-
Biotina).

Las quimioquinas utiles en las diversas realizaciones de la invencion pueden sintetizarse a través de cualquier medio
adecuado conocido en la técnica. Preferentemente, las quimioquinas se sintetizan quimicamente ya que ello facilita
la modificacion y el marcado, etc. Sin embargo, también es posible emplear enfoques basados en ADN
recombinante en combinacién con las tecnologias de marcado y modificacion apropiadas, segun se requiera. Las
quimioquinas utiles en las diversas realizaciones de la invencion pueden biotinilarse a través de métodos conocidos
en la técnica, tal como se describe en la patente internacional WO 00/50088 A2. Tal como se ha indicado
anteriormente, es preferente el marcado especifico de sitio de las quimioquinas en diversas realizaciones de la
invencion, si bien puede emplearse cualquier técnica de marcado que no afecte significativamente la capacidad de
unién a receptor de la quimioquina. En el mercado estan disponibles varias quimioquinas biotiniladas con
especificidad de sitio, asi como quimioquinas nativas, por ejemplo las distribuidas por Almac, Craigavon, RU. En
realizaciones especificas la una 0 mas quimioquinas esta biotinilada a través de un grupo espaciador. El espaciador
puede emplearse para evitar que el grupo biotina afecte a la actividad de la quimioquina, en particular, la unién de la
quimioquina a su receptor afin. Puede emplearse cualquier espaciador adecuado que facilite la retencién de las
propiedades de unién a receptor de la quimioquina en diversas realizaciones de la invencién. Por lo tanto, en las
realizaciones concretas que se han descrito, es posible emplear otros espaciadores distintos a espaciadores PEG,
segun sea apropiado. En realizaciones concretas, el espaciador es un espaciador de polietilen glicol (PEG). Se ha
demostrado que PEG es un espaciador eficaz que permite la fijacion de la biotina en la quimioquina (que puede
inmovilizarse entonces sobre un soporte sélido a través de la interaccidon con estreptavidina) sin comprometer la
capacidad de unién a receptor.

En el contexto de la presente divulgacion, el término “anticuerpo” incluye todas las inmunoglobulinas o moléculas de
tipo inmunoglobulina con afinidad de unién especifica para el receptor de quimioquina pertinente (incluyendo, por
ejemplo, y sin limitacion IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM, combinaciones de las mismas y moléculas similares producidas
durante una respuesta inmune en un vertebrado, como por ejemplo, en mamiferos como seres humanos, cabras,
conejos y ratones). Las inmunoglobulinas concretas descritas en el presente documento incluyen isotipos de IgG.
Los anticuerpos divulgados en el presente documento pueden ser de origen monoclonal o policlonal, si bien
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normalmente son anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos pueden ser anticuerpos humanos, anticuerpos no
humanos o versiones humanizadas de anticuerpos no humanos o anticuerpos quiméricos. Las diversas técnicas
para la humanizacién de anticuerpos estan perfectamente establecidas pudiéndose utilizar cualquier técnica
adecuada. El término “anticuerpo” se refiere asimismo a un ligando de polipéptido que comprende al menos una
region variable de inmunoglobulina de cadena ligera o cadena pesada que reconoce especificamente y se une al
epitopo de un antigeno y se extiende a todos los derivados de anticuerpo y fragmentos que retienen la capacidad de
unirse especificamente al receptor de quimioquina pertinente. Estos derivados y fragmentos pueden incluir
fragmentos Fab, fragmentos F(ab’)2, fragmentos Fv, anticuerpos monocatenarios, anticuerpos de un unico dominio,
fragmentos Fc, etc. El término anticuerpo abarca anticuerpos que constan de cadenas tanto pesadas como ligeras,
aunque también anticuerpos (solamente) de cadena pesada. Los anticuerpos pueden obtenerse por ingenieria
genética de manera que sean especificos para mas de un receptor de quimioquina, por ejemplo, bi-especificos para
permitir la unién a dos receptores de quimioquina diferentes. En la Tabla 1, a continuacion, se enumeran anticuerpos
disponibles en el mercado adecuados que se pueden unir a los receptores de quimioquina de interés. Pueden estar
marcados o no. Se remite de manera general a "Antibodies a laboratory manual: By E Harlow and D Lane. pp 726.
Cold Spring Harbor Laboratory. 1988".

Tabla 1. Anticuerpos marcados con fluoréforo disponibles en el mercado contra receptores de quimioquina
especificos

Anticuerpo Fluoréforo Prove edor
CCR5 PE Biolegend
CCR2 PerCP Cy5.5 Biolegend
CCR6 PerCP Cy5.5 BD Biosciences
CCR3 PE Biolegend
CCR1 Alexa Fluor 647 Biolegend
CCR9 APC R&D Systems

Los anticuerpos anti-CCR2 se describen por ejemplo en la patente internacional WO 2010/021697. Otros ejemplos
de anticuerpos potencialmente utiles incluyen MLN-1202, un anticuerpo monoclonal anti-CCR2 actualmente en
ensayos clinicos en curso (Millennium Pharmaceuticals). Por tanto es posible dirigirse a células que expresan
receptores de quimioquina utilizando agentes de unién alternativos, como por ejemplo anticuerpos u otros
compuestos quimicos, tal como se define en el presente documento, en lugar de un socio de unién de quimioquina
natural. No obstante, esto no forma parte de la invencion. Este enfoque es un nuevo enfoque para tratar afecciones
inflamatorias y en particular esclerosis mdltiple.

Por lo tanto, en el presente documento se divulga una columna de aféresis cargada con un soporte solido que
comprende un reactivo de unién capaz de unirse especificamente a un receptor de quimioquina inmovilizado directa
o indirectamente en un soporte para permitir la separaciéon de una célula que expresa el receptor de quimioquina
desde la sangre periférica del paciente, en la que el reactivo de uniéon es una quimioquina. El reactivo de unién
capaz de unirse especificamente al receptor de quimioquina puede ser un agonista o un antagonista del receptor de
qguimioquina.

De manera similar, en otros aspectos, en el presente documento se divulga un reactivo de unién capaz de unirse
especificamente a un receptor de quimioquina para su uso en el tratamiento de esclerosis mdltiple, en el que el
reactivo de unién se inmoviliza sobre un soporte solido contenido dentro de una columna de aféresis, tal como se ha
definido (una columna de aféresis cargada con un soporte solido que comprende un reactivo de unién capaz de
unirse especificamente a un receptor de quimioquina inmovilizado directa o indirectamente sobre el soporte para
permitir la separacion de una célula que expresa el receptor de quimioquina desde la sangre periférica de un
paciente/sujeto, en el que el reactivo de unién es una quimioquina), al que se aplica sangre periférica del paciente
separando asi las células que expresan receptor de quimioguina de la sangre periférica del paciente. Los materiales
del soporte sélido para inmovilizar los reactivos de unién de las diversas realizaciones de la invencién son conocidos
dentro de la técnica. “Soporte solido” se refiere por ejemplo a materiales que tienen superficie o superficies rigidas o
semi-rigidas y que pueden adoptar la forma de perlas, resinas, geles, microesferas u otras configuraciones
geométricas. Un material de soporte util es aquel que no activa los glébulos de la sangre como para provocar que se
coagulen o se adhieran al soporte a medida que se aplica la sangre entera periférica al dispositivo. En ciertas
realizaciones, se emplea un soporte tratado con un agente para proporcionar propiedades anti-coagulacion, en
particular, un soporte heparinizado. Alternativamente, se puede tratar la sangre del paciente con un anti-coagulante
como por ejemplo heparina, antes de la aplicacion al soporte. Los materiales de soporte Utiles comprenden hidratos
de carbono de alto peso molecular, en particular, hidratos de carbono que tienen un peso molecular de 100 kDa o
mas, como agarosa, en forma de particulas, opcionalmente reticulada, y celulosa. Otros materiales de soporte
preferentes son polimeros como poliestireno carboxilado y vidrio. El soporte de las diversas realizaciones de la
invencion puede proporcionarse en forma de particulas o fibras. Las particulas del soporte pueden tener una forma
regular, como por ejemplo esferas o perlas, o una forma irregular. Pueden ser porosas o no porosas. Un tamafio de
particula promedio preferente del soporte es de 50 ym a 2 mm. En ciertas realizaciones se utiliza Sepharose™, una
forma de agarosa, en forma de perlas, reticulada, como matriz de columna. Se opta por ella por su 6ptima capacidad
de distribucién y porque puede proporcionar un gran area disponible para la unién por afinidad. Los soportes sdlidos
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pueden proporcionarse en forma de perlas magnéticas, con el reactivo de union especifico inmovilizado sobre las
perlas magnéticas. Tras la captura de las células que expresan receptor de quimioquina CCR2 desde la sangre, se
pueden separar las perlas de la sangre con la ayuda de un separador magnético apropiado.

Los métodos para inmovilizar los reactivos de uniéon en un soporte solido son conocidos dentro de la técnica. Se
puede inmovilizar un reactivo de unién, como pueda ser una quimioquina, un anticuerpo, un péptido, un acido
nucleico o un compuesto quimico, sobre el soporte directa o indirectamente. La inmovilizacion puede llevarse a cabo
por medio de un engarce adecuado en algunas realizaciones. Un método preferente de inmovilizacién indirecta de
un reactivo de unién, como por ejemplo una quimioquina, se basa en la interaccién entre biotina y las moléculas de
avidina. “Avidina” o “moléculas de avidina” se refiere a cualquier tipo de proteina que se une especificamente con
biotina con una sustancial exclusion de otras moléculas (pequefias) que pudieran estar presentes en una muestra
biologica. Entre los ejemplos de avidina se incluyen avidinas que estan presentes de forma natural en la clara de
huevo, proteina de semillas oleaginosas (p.ej., harina de soja), y grano (p.ej., maiz) y estreptavidina, que es una
proteina de origen bacteriano. Por lo tanto, la biotinilacion del reactivo de union y el uso de una molécula de avidina
como por ejemplo estreptavidina inmovilizada en un soporte solido permite que se fije de forma fiable el reactivo de
unioén sobre el soporte sélido de acuerdo con los métodos conocidos en la técnica. Concretamente, dicho método
puede comprender proporcionar el reactivo de unién en forma biotinilada, proporcionar un soporte sélido que tiene
estreptavidina inmovilizada en la superficie, contacto de la superficie con una solucién acuosa del reactivo de unién
biotinilado y aclarado del soporte con un disolvente acuoso. Por otra parte, pueden utilizarse interacciones de pares
de unién, como por ejemplo interacciones anticuerpo-antigeno, para la inmovilizacién indirecta del reactivo de unién
sobre un soporte. En dichas realizaciones, el soporte puede derivatizarse con uno o0 mas miembros del par de unién,
como por ejemplo un anticuerpo o fragmento o derivado del mismo, tal como se define en el presente documento,
gue tiene una afinidad conocida para una secuencia de péptidos en particular o un hapteno de molécula pequefio.
La incorporacion de otro miembro del par de unién, como pueda ser un antigeno, secuencia de péptidos o hapteno,
sobre o en el reactivo de unién facilita la inmovilizaciéon en un soporte solido revestido con el anticuerpo o fragmento
o derivado del mismo. Por lo tanto, el reactivo de uniéon puede modificarse para incluir la secuencia de péptidos o
hapteno en la molécula lineal o puede afiadirse como cadena lateral o marcador. Puede emplearse cualquier par de
anticuerpo-antigeno adecuado. El fragmento o derivado de anticuerpo puede ser un fragmento o derivado que
retenga la afinidad de unién especifica para el antigeno apropiado. Entre los ejemplos se incluyen fragmentos Fab,
F(ab’)2, scFV, dominios VH, anticuerpos de dominio simple (como nanocuerpos), anticuerpos de cadena pesada y la
version humanizada de anticuerpos no humanos, etc. Pueden utilizarse otras interacciones de alta afinidad para
inmovilizar reactivos de union, siempre y cuando el reactivo de unién se pueda sintetizar o derivatizar con uno de los
socios de interaccion y sintetizarse o derivatizarse su soporte sélido con el otro socio de interaccion sin pérdida de
afinidad de union (es decir, la union del reactivo de unién con el receptor de quimioquina apropiado). La
inmovilizacién puede tener lugar esencialmente a través de la misma interaccion a la inversa en algunas
realizaciones. Por lo tanto, el reactivo de unién que puede ser una quimioquina, por ejemplo, puede fijarse a un
anticuerpo, tal como se define en el presente documento, y el soporte sdlido derivatizarse con el antigeno. Se puede
producir la quimioquina como una proteina de fusion con el anticuerpo.

Alternativamente, es posible inmovilizar las quimioquinas directamente sobre un soporte sélido utilizando técnicas de
bioconjugacion establecidas en el campo. Por ejemplo, la inmovilizacion directa de proteinas en soportes solidos
activados con bromuro de ciandégeno a través de funcionalidades amino dentro de la secuencia primaria de la
proteina. Alternativamente, se pueden utilizar funcionalidades de sulfihidrilo dentro de las proteinas para inmovilizar
directamente la proteina a soportes derivatizados de haluro de alquilo o soportes que contienen funcionalidades tiol
libres. En otras realizaciones mas, se pueden inmovilizar directamente proteinas que contienen funcionalidades a-
tioéster sobre soportes que contienen fracciones 1,2-amino tiol (p.€j., cisteina N-terminal) utilizando la reaccion de
ligacion quimica nativa. Alternativamente, pueden inmovilizarse proteinas modificadas con cetonas y aldehidos
sobre soportes solidos derivatizados de funcionalidades hidracinilo, hidracida y aminoxi utilizando reacciones de
ligacion que forman enlaces hidrazona/oxima (y viceversa). Alternativamente, se puede utilizar quimica “click” para
inmovilizar proteinas sobre soportes soélidos, en virtud de lo cual se derivatizan la proteina y el soporte con las
funcionalidades quimicas mutuamente reactivas apropiadas (azidas y alquinos). En otras realizaciones, puede
usarse quimica de ligacién de Staudinger para inmovilizar proteinas apropiadamente derivatizadas en soportes
sélidos apropiadamente derivatizados.

El soporte sdlido esta contenido dentro de la columna de aféresis o transportado por ella. Por lo tanto, “cargado”
significa que la columna lleva o contiene el soporte solido de manera que la sangre (periférica) puede fluir por la
columna en contacto con el soporte sdlido. Por tanto, el soporte sélido proporciona una matriz dentro de la columna
a través de la cual fluye la sangre de manera continua, en ciertas realizaciones. Esto permite que las células que
expresan el receptor de quimioquina especifico se separen de la sangre pasando a través de la columna, de manera
que la sangre que sale de la columna esta empobrecida de las células que expresan el receptor de quimioquina
especifico. En realizaciones concretas, la columna de aféresis estd cargada con un soporte que comprende
estreptavidina inmovilizada sobre el soporte y uno o mas reactivos de union biotinilados, como por ejemplo
guimioquinas unidas a la estreptavidina en el soporte. El soporte sélido puede comprender un hidrato de carbono de
alto peso molecular, opcionalmente, reticulado, como por ejemplo agarosa.

Tal como se ha explicado anteriormente, el reactivo de unién se acopla al soporte sélido. Las cantidades relativas
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del reactivo de unién pueden controlarse para asegurar que el acoplamiento entre el soporte sélido y el reactivo de
unioén sean inmediatos, reduciendo al minimo el riesgo de que el reactivo de unién se desacople del soporte sélido.
Por tanto, puede asegurarse que existe un exceso relativo de sitios de inmovilizacion para el reactivo de unién sobre
el soporte sélido. Alternativamente, o adicionalmente, tras la inmovilizacion del reactivo de union sobre el soporte
sélido, se puede lavar el soporte sélido para separar cualquier reactivo de unién sin unir.

La columna de aféresis utilizada en las diversas realizaciones de la presente invencién actia como tratamiento de
leucaféresis para afecciones asociadas a la esclerosis multiple. La columna actla para separar especificamente los
monocitos que expresan CCR2 explotando la interaccion entre CCR2 expresado en la superficie celular y un reactivo
de unién especifico inmovilizado en un soporte solido contenido dentro de la columna o transportado por ella. La
columna en global normalmente comprende, consiste en o0 consiste esencialmente en tres componentes
combinados: 1) un alojamiento que contiene o que transporta;2) un soporte solido y 3) uno o mas reactivos de unién
(inmovilizados en ellas), que se unen especificamente a uno o mas de los receptores de quimioquina. El alojamiento
puede estar fabricado de cualquier material adecuado para uso clinico. En ciertas realizaciones, el alojamiento esta
compuesto de un material plastico. El alojamiento incluye un emplazamiento de flujo de entrada para la entrada de la
sangre y un emplazamiento de flujo de salida para la salida de la sangre (con empobrecimiento de células diana). El
alojamiento puede estar disefiado para mantener un flujo de sangre continuo en toda la matriz del soporte sélido. El
alojamiento (tal como se muestra por ejemplo en la Figura 3) puede incluir una porcioén superior que comprende una
placa de distribucion (2) en el emplazamiento de entrada de flujo (1) para extender la sangre uniformemente en toda
el area de la matriz. La placa de distribucién puede actuar como una primera barrera de seguridad impidiendo que
fluyan las particulas méas grandes por la columna y hacia el paciente. Sin embargo, la placa de distribucion no es
esencial y puede eliminarse en algunas realizaciones para disminuir la resistencia global en el sistema. La columna
puede contener una o mas unidades de filtro de seguridad (3 y 4) situadas en el emplazamiento de flujo de entrada
(1) y/o el flujo de salida (5) del alojamiento de plastico. Dichas unidades de filtro pueden actuar para impedir que las
particulas mas grandes que los glébulos de la sangre entren y/o salgan de la columna. Las unidades de filtro de
seguridad contienen una pluralidad de filtros, como por ejemplo dos, tres o cuatro filtros disefiados para constituir
una barrera firme y detener el traspaso de la columna de todas las particulas mas grandes que los glébulos de la
sangre. La inclusion de filtros de seguridad (3 y 4) en ambos extremos de la columna sire para reducir al minimo el
riesgo de filtracion de las particulas en el paciente, incluyendo en el caso de que el dispositivo esté conectado
incorrectamente y como consecuencia fluya la sangre en la direccion contraria a la pretendida. Los filtros de
seguridad pueden comprender cualquier tamafio de poro adecuado para impedir que las particulas mas grandes que
los glébulos de la sangre atraviesen la columna, tal como entenderan perfectamente las personas especializadas en
la técnica. Entre los filtros adecuados se incluyen los disponibles en el mercado. En realizaciones concretas, el
tamafo de poro del (los) filtro(s) esta comprendido entre aproximadamente 60 ym y 100 ym, mas concretamente
aproximadamente 80 um. El soporte sélido y los componentes del reactivo de unién se describen con mayor detalle
en el presente documento.

El volumen del alojamiento puede variar dependiendo de los volimenes de sangre que se pretende pasar a través
de la columna. Normalmente, el volumen del alojamiento estd comprendido entre aproximadamente 40 ml 'y 200 ml,
mas especificamente entre 50 mly 150 ml o entre 60 mly 120 ml.

La columna se aplica generalmente en forma de circuito de aféresis. En este contexto, el sistema global incluye la
columna de aféresis, tubos y una bomba apropiada para bombear la sangre en el circuito. El sistema se ilustra en la
Figura 4. Se conecta al paciente (1) con el circuito extracorpéreo, a través de agujas estériles en las venas en los
brazos derecho e izquierdo. Se conecta también una bolsa de solucién salina (3) y se bombea dicha solucién salina
con una bomba adecuada (2). Se extrae la sangre del brazo del paciente a través del sistema de tubos estéril por
bombeo de la sangre (4) y se pasa a través de la columna (6) y de vuelta al paciente. El sistema de tubos puede
estar conectado a la columna a través de cualquier acoplamiento adecuado, como pueda ser acoplamientos de
cierre Luer para didlisis normal. Los acoplamientos en la columna pueden llevar codigos de colores para el correcto
montaje. Por ejemplo, un tubo rojo para el flujo de entrada con la parte superior de la columna roja y un tubo azul
para el flujo de salida de vuelta al paciente. Puede estar presente un detector de aire (8) en el circuito. Pueden
emplearse sensores de la presion de entrada (5) y/o Pven (7) adicionalmente para controlar la presion en el circuito.

La bomba de aféresis, como por ejemplo la bomba 4008 ADS fabricada por Fresenius Medical Care o la bomba
Adamonitor pueden controlar el flujo de entrada y de salida del paciente. La bomba puede controlar asimismo la
presiéon en la circulacion extracorpérea. La bomba puede tener la capacidad para discriminar el aire con un
dispositivo para atrapar burbujas y un detector de aire. Puede colocarse dentro del dispositivo para atrapar burbujas
un filtro para atrapar coagulos. La bomba puede llevar incorporado un detector 6ptico para distinguir entre luz, por
ejemplo solucidn salina o aire presente en el sistema de tubos, y oscuridad, p.ej., sangre presente en el sistema de
tubos. En la Figura 5 se muestra in diagrama esquematico de una bomba adecuada, en al que se muestra un
detector de aire y un filtro dptico. Si el sistema de bombeo detecta burbujas de aire y fluctuaciones de aire o, si los
valores de presion extracorpérea se encuentran fuera del intervalo ajustado, la bomba puede detenerse
inmediatamente. Alternativamente o adicionalmente, puede dispararse una alarma visual o audible. “Diagnosticar” se
define en el presente documento para incluir el reconocimiento de una enfermedad/afeccién o pre—indicacion de
una enfermedad/afeccién, identificando una enfermedad/afeccion o pre-indicacion de una enfermedad/afeccion y
haciendo un examen en cuanto a la recurrencia de la enfermedad/afeccion tras el tratamiento. Los métodos
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divulgados en el presente documento también pueden tener un valor de prondstico y esto se incluye dentro de la
definicion del término “diagnoéstico”. El valor del pronéstico de los métodos divulgados en el presente documento
puede utilizarse como marcador de la posible susceptibilidad a esclerosis multiple identificando los niveles de
expresion de CCR2 ligados a condiciones asociadas a una esclerosis multiple. Por tanto, es posible identificar los
pacientes en riesgo antes de que la enfermedad tenga la oportunidad de manifestarse por lo que respecta a los
sintomas identificables en el paciente. Dado que los niveles de células que expresan CCR2, los niveles de expresion
de CCR2 o los niveles de una o mas células CCR2" son relevantes para el diagnéstico, determinar dichos niveles en
una muestra obtenida de un sujeto puede influir en la seleccién del tratamiento para dicho paciente. Por
consiguiente, en ciertas realizaciones, la invencién proporciona un método de seleccion de un tratamiento adecuado
para esclerosis multiple que comprende determinar:

a) los niveles de una o mas células que expresan el receptor de quimioquina CCR2;
b) los niveles de expresion de CCR2; y/o
c) los niveles de células con una alta expresion de CCR2

en una muestra obtenida de un paciente, en el que niveles altos de células que expresan CCR2, niveles altos de
expresion de CCR2 o niveles altos de células con una alta expresion de CCR2 o mayores niveles de células que
expresan CCR2 en comparacion con el control, mayores niveles de expresion de CCR2 en comparacion con el
control o mayores niveles de células con alta expresion de CCR2 en comparacion con el control, tienen como
resultado la seleccion de un tratamiento de esclerosis multiple de acuerdo con la invencion. Las células pueden ser
linfocitos, en particular, linfocitos T. Las células son células que expresan CCR2, como por ejemplo linfocitos T, en
realizaciones concretas.

A continuacion, se describiran diversas realizaciones de la invenciéon con mayor detalle haciendo referencia a los
siguientes ejemplos.

Descripcion de las figuras

FIG. 1a, 1b y 1c — la unién de MCP-1 biotinilado con linfocitos T CD4’, CD8" y monocitos CD14",
respectivamente, obtenidos de sangre periférica de un donante sano.

FIG. 2a — Unién de MCP-1 a monocitos (linea discontinua) en sangre periférica tomada de pacientes Ell. El
grafico representa un compendio de cuatro ensayos.

FIG. 2b — Unién de anticuerpo-CCR2 a monocitos (linea) en sangre periférica tomada de pacientes Ell. El grafico
representa el compendio de cuatro ensayos.

FIG. 3 — El alojamiento de plastico y la parte superior en la que se muestra la placa de distribucion (2) y unidades
de filtro de seguridad (3 y 4).

FIG. 4 — Sistema de leucaféresis global.
FIG. 5 — Bomba con detector de aire y detector optico (4).

FIG. 6a - Resultados del analisis del empobrecimiento in vitro realizado en la matriz acoplada a bMCP-1 que
presenta capacidad para eliminar células que expresan CCR2 de la sangre de tres donantes sanos.

FIG. 6b — Resultados del andlisis del empobrecimiento in vitro en matriz acoplada a RANTES que presenta
capacidad de eliminar células que expresan receptor de quimioquina de sangre periférica de un donante sano.

FIG. 6c - Resultados del analisis del empobrecimiento in vitro en matriz acoplada a MIP-3a biotinilada que
presenta la capacidad de eliminar linfocitos que expresan CCR6 de la sangre de tres donantes sanos.

FIG. 7 — Secuencia y biotinilacion a través de un grupo espaciador, derivado MCP-1 de proteina madura que
contiene GIn para modificacion pyroGlu.

FIG. 8 - Secuencia y biotinilacién a través de un grupo espaciador, derivado MCP-1 de proteina madura, que
contiene GIn para modificacién pyroGlu y Met para sustituciéon Norleu

FIG. 9 - Secuencia y biotinilacién a través de un grupo espaciador de derivado MCP-1 truncada que contiene Met
para sustitucién Norleu

FIG. 10 — Alineamiento de secuencias de aminoacido de MCP-1 y MCP-5.
FIG. 11 - Secuencia y biotinilacion a través de un grupo espaciador de derivado MCP-5 truncada (C-terminal) que

contiene lle para modificacion Lys.
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FIG. 12 - Secuencia y biotinilacion de derivado RANTES.
FIG. 13 — Ejemplo de criterio de seleccion de poblaciones (gating) para monocitos que expresan CCR2.

FIG. 14a — Frecuencia de linfocitos T CCR2 positivos. Las barras presentan la media y SEM de linfocitos T que
expresan CCR2 en 2 pacientes y 20 controles sanos.

FIG. 14b — Frecuencia de linfocitos T CCR6 positivos. Las barras representan la media y SEM de linfocitos T que
expresan CCR6 en 5 pacientes y 20 controles sanos. Se analizaron la expresién de receptores de quimioquina y
marcadores celulares especificos por citometria de flujo. Se caracterizaron los linfocitos T como CD3 positivos.

FIG. 15a — Union de la quimioquina bMCP-1 a linfocitos T. La barra representa la media y SEM de linfocitos T
que se unen a MCP-1 en 5 pacientes con EM.

FIG. 15b - Unién de la quimioguina bMIP3a a linfocitos T. La barra representa la frecuencia de unién de linfocitos
T a MIP3a en un paciente con EM. Se incubd la sangre con quimioquina biotinilada y se analizé por citometria de
flujo. Se caracterizaron los linfocitos T como CD3 positivos.

FIG. 16a — Empobrecimiento de linfocitos T que expresan CCR2 en matriz de Sepharose estreptavidina
conjugada con bMCP-1.

FIG. 16b — Empobrecimiento de linfocitos que expresan CCR6 con matriz de Sepharose estreptavidina
conjugada con bMIP3a. Se incubaron los glébulos de la sangre del paciente con EM con matriz de quimioquina
biotinlilada -Sepharose estreptavidina. Se retiraron las células sin unir por lavado de la matriz. A continuacion, se
analizaron las células (tras el empobrecimiento) por citometria de flujo y se compararon con células que no habian
sido incubadas con matriz de quimioquina (antes del empobrecimiento).

Descripcion de las realizaciones preferentes

En EM progresiva secundaria las microglias / M@ presentes en el borde de las placas producen quimioquinas MCP-
1y CXCL10 responsables de atraer células que expresan CCR2 y CXCR3 incluyendo macréfagos y astrocitos.

En el presente documento se demuestra que las personas que padecen de EM presentan una mayor frecuencia de
células que expresan receptor de quimioquina en la sangre periférica, en particular, linfocitos T que expresan CCR2
y CCR6, en comparacién con los controles sanos. Se demuestra asimismo en el presente documento que es posible
separar las células CCR2 utilizando un reactivo de unién adecuado, en particular MCP-1 (en forma biotinilada)
inmovilizado en una matriz adecuada. De manera similar, se demuestra en el presente documento que es posible
empobrecer las células que expresan CCR6 (adicionales) utilizando un reactivo adecuado, en particular CCL20
(MIP-31) en forma biotinilada, inmovilizado en una matriz adecuada.

Los niveles de CCL5 son significativamente elevados en el liquido cefalorraquideo de pacientes EM con enfermedad
recidivante, lo que demuestra que CCL5 en circulacién esta relacionado con el reclutamiento de células de union
CCL5 al cerebro. Estas conclusiones se corroboran por el enriquecimiento de linfocitos T en el liquido
cefalorraquideo que expresan CCR5 y CCR6 lo que indica una activa acumulacién como consecuencia de un
gradiente de CCL5 de quimioquina. Por lo tanto, la eliminacién de células atraidas normalmente al cerebro
proporcionando una fuente extracorpérea de CCL5 fijada a una columna sera (til para el tratamiento de EM.

EJEMPLOS 1y 2

Materiales y métodos

Aislamiento de leucocitos de sangre periférica. Se fijo sangre periférica heparinizada de donantes de sangre sanos o
de pacientes con enfermedad intestinal inflamatoria (Ell) en paraformaldehido al 4 % durante 4 minutos, se hemolizé
durante 15 minutos con una solucién de cloruro de amonio al 0,83 % y se lavo dos veces en tampon FACS para
obtener una suspension de leucocitos de la sangre.

Quimioquinas. Se incubaron leucocitos durante 30 minutos en la oscuridad a 4 °C con MCP-1 biotinilado y marcado
con Alexa647 Fluor® (en concentraciones de 10 ng/upl y 50 ng/ul). Se lavaron las células con tampon FACS y se
analizaron por citometria de flujo. Todas las quimioquinas utilizadas en los ejemplos fueron facilitadas por Almac
Sciences Scotland Ltd., Edimburgo, Escocia.

Ensayo de citometria de flujo. Se llevo a cabo el ensayo de citometria de flujo en un citémetro FACS Calibur de dos
laseres (BD Immunocytometry Systems, San José, Ca, Estados Unidos). Se hizo el recuento de diez mil células y se
analizaron en cada ejemplo. Para el andlisis de los datos, se utiliz6 el software Cell Quest Pro de Becton Dickinson.

EJEMPLO 1- Unién de monocitos a MCP-1. En este experimento con MCP-1 biotinilado, se observé que
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aproximadamente un 90 % de los monocitos obtenidos de la sangre periférica de donantes sanos se habia unido a
citoquina al cabo de 30 minutos de incubacién (Fig. 1 a), mientras que los linfocitos CD4" y CD8" no (Fig. 1by 1c).

EJEMPLO 2 — Se investigaron los monocitos en cuanto a su expresion de CCR3 (Fig. 2b) y su capacidad para
unirse a MCP-1 (Fig. 2 a). Se advirtié la expresion de CCR2 en todos los monocitos, expresando la mayoria de los
monacitos altos niveles, mediante el uso de anticuerpo anti-CRR2 (Fig. 2b). La uniéon de MCP-1 a monocitos que se
presenta en la Fig. 2a corresponde a la poblacion que expresa CCR2" en la Fig. 2b. Por tanto, MCP-1 se une
favorablemente a la poblaciébn que expresa CCR2" presentada en la Fig. 2b. Por tanto, MCP-1 se une
favorablemente a células que expresan CCR2".

EJEMPLO 3 - Leucaféresis adaptada
PROPIEDADES Y DISENO DE COLUMNA
Introduccion

Aféresis es un tratamiento establecido que se utiliza para el empobrecimiento de componentes de la sangre, como
anticuerpos, lipoproteinas de baja densidad (LDL) y glébulos de la sangre. La leucaféresis es el tratamiento de
aféresis utilizado para separar glébulos blancos de la sangre, leucocitos. Se conecta al paciente con un sistema de
circulacion de la sangre extracorporeo; se extrae la sangre de una vena de uno de los brazos, se pasa a través de
un dispositivo de columna y se retorna al otro brazo del paciente. Los efectos secundarios de los tratamientos de
leucaféresis son diversos desde episodios moderados, como cefalea, mareo, hipertension, palpitaciones y vista
borrosa en 0,1 a 5 % de los pacientes tratados.

Columna

La columna tiene como fin su uso como tratamiento de leucaféresis para esclerosis multiple. Separara de forma
especifica leucocitos que expresan CCR2, CCR6, CCR3, CCR5, CCR1, CXCR3 y/o CCR9, en particular, monocitos,
a través del uso de un reactivo de unién, mas especificamente una resina que contiene MCP-1, MCP-2, MCP-3,
MCP-4, MCP-5, MIP-3alfa, MIG (CXCL9), IP10 (CXCL10), CXCL11 (I-TAC), CCL25 y RANTES explotando la
interaccion de CCR2, CCR6, CCR3, CCR5, CCR1, CXCR3 y/o CCR9 -quimioquina. La columna consiste en tres
componentes combinados, el alojamiento de plastico, la matriz de estreptavidina (SA) Sepharose™ BigBeads y uno
0 mas MCP-1, MCP-2, MCP-3, MCP-4, MCP-5, MIP-3alfa, MIG (CXCL9), IP10 (CXCL10), CXCL11 (I-TAC), CCL25y
RANTES biotinilados unidos a la matriz. El tratamiento se lleva a cabo utilizando la misma técnica que la del
procedimiento de aféresis normal.

Alojamiento de plastico (Fig. 3)

El alojamiento de plastico, disefiado para mantener un flujo de sangre continuo a través de la matriz, consiste en un
cuerpo transparente y una parte superior de color rojo. Lo parte superior tiene una placa de distribucion (2) en un
emplazamiento de flujo de entrada (1) para extender la sangre uniformemente en todo el area de la matriz. La placa
constituye una primera barrera de seguridad que impide que las particulas mas grandes fluyan a través de la
columna y hasta el paciente. Las unidades de filtro de seguridad (3 y 4) estan situadas en los sitios del flujo de
entrada (1) y el flujo de salida (5) del alojamiento de plastico. La unidad de filtro de seguridad contiene tres filtros
disefiados para funcionar como una solida barrera y detener todas las particulas méas grandes que los glébulos de la
sangre y evitar que atraviesen la columna. En la Figura 3 se muestra el disefio del alojamiento de plastico. El disefio
con los filtros de seguridad (3 y 4) en ambos extremos del dispositivo de columna reducira al minimo el riesgo de
filtracion de las particulas hacia el paciente, incluyendo el caso en el que el dispositivo esté colocado al revés de
manera que la sangre fluya en direccién opuesta a la anticipada.

Perlas de estreptavidina Sepharose™ BigBeads

El segundo componente del dispositivo es la matriz de afinidad denominada estreptavidina Sepharose™ BigBeads
(Sepharose ™ GE Healthcare, Suecia). Sepharose™ es una forma en perlas de agarosa reticulada que es un
polisacarido extraido de algas. El uso de Sepharose™ y agarosa para matrices de columna esta muy extendido en
las técnicas de afinidad biomédica. Se opta por él por su éptima capacidad d distribucion y puede proporcionar un
area disponible grande para la unién por afinidad.

Reactivo de union

El tercer componente esta acoplado a la matriz del dispositivo, el uno o0 mas de los reactivos que se unen
especificamente a CCR2, CCR6, CCR3, CCR5, CCR1, CXCR3 y/o CCR9. Se pueden emplear una o mas
quimioquinas como, por ejemplo, las seleccionadas del grupo que consiste en MCP-1, MCP-2, MCP-3, MCP-4,
MCP-5, MIP-3alfa, MIG (CXCL9), IP10 (CXCL10), CXCL11 (I-TAC), CCL25 y RANTES. Estos péptidos pueden ser
sintéticos, versiones obtenidas por ingenieria genética de quimioquina humana, que estan truncados o biotinilados
para retener la actividad de unién al receptor CCR2, CCR6, CCR3, CCR5, CCR1, CXCR3 y/o CCR9. Al biotinilar la
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quimioquina obtenida por ingenieria, ésta es capaz de unirse a moléculas de estreptavidina en la matriz de
Sepharose™. Se sabe que la biotina-estreptavidina constituye una de las interacciones biol6gicas mas fuertes con
un Kd del orden de 4 x 10" M. La relacién calculada de sitios de unién estreptavidina: biotina en la columna es 10:1.
Por lo tanto, el acoplamiento entre la matriz y la quimioquina sera intermedio, reduciendo asi al minimo el riesgo de
que la quimioquina se desacople de la matriz.

Sistema de aféresis

Para llevar a cabo la leucaféresis, se necesitan los siguientes componentes: la columna, el sistema de tubos y una
bomba 4008 ADS (Fresenius Medical Care).

Circuito

En la Figura 4 se ilustra el sistema de circuito. Se conecta al paciente con el circuito extracorpéreo a través de
agujas estériles Venflon en las venas de los brazos derecho e izquierdo. Se conecta asimismo una bolsa de solucién
salina (3) y se bombea la solucién salina con una bomba ACD (2). Se extrae la sangre de un brazo del paciente a
través del sistema de tubos estéril por bombeo de la sangre4) y se pasa a través de la columna (6) y de vuelta al
paciente. Se conecta el sistema de tubos con la columna a través de acoplamientos de cierre Luer para dialisis
normales. Los acoplamientos en la columna llevan un cédigo de color para su correcto montaje; el tubo rojo para el
flujo de entrada con la parte superior de la columna y el tubo azul para el flujo de salida de nuevo al paciente. Esta
presente un detector de aire (8). Se emplean sensores de la presion de entrada (5) y PVen para controlar la presion
del circuito.

Bomba 4008 ADS

Una bomba de aféresis de Fresenius Medical Care controla el flujo de entrada y el flujo de salida del paciente, la
presion en la circulacion extracorpérea y puede discriminar aire mediante un detector de aire y un dispositivo que
atrapa las burbujas. Dentro del dispositivo que atrapa las burbujas hay colocado un filtro que atrapa coagulos. La
bomba tiene también un detector Optico para distinguir entre la luz, p.ej., solucion salina o aire presente en el
sistema de tubos, y oscuro, por ejemplo la sangre presente en el sistema de tubos.

El la Figura 5 se muestra un diagrama esquematico de la bomba, en la que se presenta un detector de aire y un filtro
Optico. Si el sistema de la bomba detecta burbujas de aire y fluctuaciones 6pticas o si los valores de la presién
extracorporea se salen del intervalo ajustado, la bomba se detiene inmediatamente y se emite una alarma
visible/audible.

Leyendas para la Fig. 5:

. Monitor

. Soporte para bolsa de residuos

. M6dulos (de izquierda a derecha — Bomba de sangre, bomba ACD, detector de aire)
. Sitio de reserva para otros modulos

. Soporte de amortiguador

. Detector de goteo

. Mastil IV

~No o~ WNPE

Preparacion del paciente

Se administrara al paciente anticoagulantes antes de cada sesion de tratamiento. Se utilizard una solucion salina
estéril con heparina 5000 IE para preparar el sistema extracorpéreo, a continuacion, se afiadira una inyeccion de
bolo con heparina 4000 IE al circuito al comienzo de cada sesion.

Tiempo y caudal de leucaféresis.

El sistema de aféresis debera funcionar a un caudal de 30-60 ml/min. Se finaliza un tratamiento después de que
hayan circulado 1800 ml de sangre.

Condiciones de almacenamiento

Los dispositivos de columna deberan almacenarse a entre 1 y 25 °C evitando la congelaciéon y temperaturas mas
elevadas. Datos de estabilidad > 3 meses no indican ninguna diferencia en la funcionalidad a lo largo del tiempo o
por la temperatura (temperatura ambiente y refrigerada). Las columnas se mantendran en condiciones refrigeradas
hasta su uso. Debera evitarse cualquier dafio mecéanico, como puedan ser los que se deriven de vibraciones
violentas y golpes. Una columna almacenada sin cumplir estas recomendaciones no debera ser utilizada.
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Condiciones de transporte

El dispositivo de columna se debera transportar en condiciones refrigeradas, evitando la congelacién y temperaturas
mas elevadas. Debera evitarse cualquier dafio mecanico, como pueda ser el derivado de vibraciones violentas y
golpes.

Empobrecimiento in vitro de las poblaciones de células diana — MCP-1

Para investigar la capacidad para eliminar Células que expresan CCR2, se llevaron a cabo analisis in vitro sobre la
matriz acoplada a bMCP-1. Se recogié sangre de donantes de sangre y se pasé a través del dispositivo de columna
gue contenia matriz acoplada a bMCP-1. Se tomaron muestras de sangre antes y después del paso por la columna
y se analizaron por citometria de flujo (FACS) en cuanto al empobrecimiento de células que expresan CCR2. Los
resultados demuestran un significativo empobrecimiento de la poblacion diana, monocitos que expresan CCR2,
después de la perfusion de la matriz. Se realizaron analisis de empobrecimiento en la sangre de tres donantes
sanos. En la Figura 6a se muestran los resultados.

En conclusién, los resultados in vitro demuestran una reduccion especifica de hasta un 80 % de las células que
expresan CCR2 a través de la columna. Cabe destacar que los individuos con menos células que expresan CCR2
consiguieron inicialmente un empobrecimiento inferior. Los niveles de monocitos restantes fueron en torno a 20-30
% en cada caso, independientemente del punto de partida. Quedaron sin afectar las células que no expresan CCR2
(no se muestran los datos).

Empobrecimiento in vitro de poblaciones de células diana — RANTES

Para investigar la capacidad para eliminar CCR1, células que expresan 3 y 5-, se llevaron a cabo andlisis in vitro
sobre matriz acoplada a RANTES biotinilado. Se recogié sangre de donantes de sangre y se pasoO a través del
dispositivo de columna que contenia matriz acoplada a RANTES biotinilado. Se tomaron muestras de sangre antes y
después del paso por la columna y se analizaron por citometria de flujo (FACS) en cuanto al empobrecimiento de
CCR1, células que expresan 3 y 5-. Los resultados demuestran un significativo empobrecimiento de la poblacién
diana, células que expresan receptor de quimioquina después de la perfusiéon de la matriz. Se realizaron analisis de
empobrecimiento en la sangre de un donante sano. Los resultados se muestran en la Figura 6b.

Los resultados in vitro demuestran una reduccion especifica en torno a 20 % de las células que expresan receptor
de quimioquina con la columna. Las células que expresan 3 0 5, no CCR1, quedaron sin afectar (no se muestran los
datos).

Empobrecimiento in vitro de poblaciones de células diana - MIP-3alfa

Para investigar la capacidad para eliminar células que expresan CCR®6, se llevaron a cabo analisis in vitro en matriz
acoplada a MIP-3a biotinilado. Se recogié sangre de donantes de sangre y se pas6 a través del dispositivo de
columna que contenia matriz acoplada a MIP-3a biotinilado. Se tomaron muestras de sangre antes y después del
paso por la columna y se analizaron por citometria de flujo (FACS) en cuanto al empobrecimiento de células que
expresan CCR6. Los resultados demuestran un significativo empobrecimiento de la poblacién diana linfocitos que
expresan CCR6- después de la perfusién de la matriz. Se realizaron analisis de empobrecimiento en la sangre de
tres donantes sanos. Los resultados se muestran en Figure 6c. Los resultados in vitro demuestran una reduccion
especifica de hasta en torno a un 15 % de las células que expresan CCR6 a través de la columna. Las células que
no expresan CCR6 quedaron sin afectar (no se muestran los datos).

Se sintetizé la molécula RANTES por Almac. La secuencia de aminoacidos de la molécula RANTES biotinilada se
expone como SEQ ID NO: 17:

H2N-
SPYSSDTTPCCFAYIARPLPRAHIKEYFYTSGKCSNPAVVFVTRKNRQVCANPEKKWYVREY
NSLEKS

-CO2H

Esta molécula tiene la metionina de origen natural en la posicion 67 reemplazada por lisina para facilitar la
biotinilacién en la posicion 67.

Se biotinilé directamente cadena lateral de Lys 67 para dar la estructura primaria de proteina que se presenta en la
Figura 12. Se pleg6 la proteina y se formaron enlaces disulfuro entre la primera y la tercera cisteina de la secuencia
y entre las cisteinas 22y 42,

EJEMPLO 4 — DERIVADOS DE MCP1

Se produjo MCP-1 con el resto 75 como sitio de biotinilacion en la quimioquina (la numeracion se basa en la proteina
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madura que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 2). La biotinilaciéon permite la inmovilizacion de MCP-1
sobre un soporte sélido (a través de la interaccion biotina-avidina). La secuencia de aminoacidos basicas de MPC-1,
incluyendo la secuencia lider de 23 aminoacidos se expone como SEQ ID NO:

MKVSAALLCL LLIAATFIPQ GLAQPDAINA PVTCCYNFTN RKISVQRLAS YRRITSSKCP
KEAVIFKTIV AKEICADPKQ KWVQDSMDHL DKQTQTPKT

La secuencia de aminoacidos de la proteina madura se expone como SEQ ID NO: 2,

QPDAINA PVTCCYNFTN RKISVQRLAS YRRITSSKCP KEAVIFKTIV AKEICADPKQ
KWVQDSXDHL DKQTQTPKT

X =Met o Nleu

Los autores de la invencién determinaron que las quimioquinas pueden desplegar mejores propiedades de union
cuando la quimioquina esta biotinilada a través de un grupo espaciador. El espaciador puede evitar que el grupo
biotina afecte a la afinidad de union de la biotina.

Por lo tanto, se sintetizard MCP-1 derivatizado en la funcionalidad de la cadena lateral e-amino de Lys 75 con PEG-
Biotina (sal TFA). El espaciador PEG sera acido 3,6-dioxoaminooctanoico. Se somete GIn en el extremo N de las
proteinas a formacion de pyroGlu en condiciones fisiologicas. De esta forma la primera glutamina (GInl) de la
secuencia se sustituird por piroglutamina. La molécula se sintetizara como una amina C-terminal (a través de la
sintesis en un engarce amida). La molécula se muestra esquematicamente en la Figura 7.

Se sintetizara asimismo biotina MCP-1 Met en su analogo Nleu. La Unica metionina dentro de la secuencia se
alterara en Norleucina para mitigar la oxidacién de este resto durante el ensamblaje de cadena y mejorar la
estabilidad del producto final. Esta molécula se presenta esquematicamente en la Figura 8 y en la SEQ ID NO: 2.

Una vez sintetizada, se determinara la actividad de los diversos derivados biotinaMCP-1 en ensayos celulares. En
particular, se determinaran las propiedades agonistas y antagonistas en ensayo celular funcional de aequorina sobre
receptor CCR2 humano.

EJEMPLO 5 — SINTESIS DE BIOTINAMCP-1 ANTAGONISTA DE CCR2 QUE SE UNE AL RECEPTOR SIN
ACTIVACION

Se ha demostrado la actividad antagonista (J-H Gong and I. Clark-Lewis, J. Exp. Med., 1995, 181, 63) para un
derivado de MCP-2 truncado en el extremo N. En particular, la deleciéon de los restos 1-8 tiene como resultado la
unién a CCR2 con Kd 8,3 nM. Esta proteina fue incapaz de causar quimiotaxis de células CCR2 positivas (la
inhibiciéon de quimiotaxis IC50 20 nM).

La secuencia de aminoacidos de la versién truncada se expone como SED ID NO: 3:

VTCCYNFTN RKISVQRLAS YRRITSSKCP KEAVIFKTIV AKEICADPKQ KWVQDSMDHL
DKQTQTPKT

Se sintetizara un derivado de esta version truncada que comprende los restos 9 a 76 de la proteina madura (MCP-1
9-76) con Met64 para sustitucion Nleu y derivatizado en la funcionalidad de cadena lateral e-amino de Lys75 con
PEGBiotina (sal TFA). En la Figura 9 se muestra sistematicamente esta molécula. El espaciador PEG sera acido 3,6
- dioxoaminooctanoico.

Una vez sintetizado, se determinara la actividad de los diversos derivados biotinaMCP-1 en ensayos celulares. En
particular, se determinaran las propiedades agonistas y antagonistas en un ensayo celular funcional con aequorina
sobre receptor CCR2 humano.

EJEMPLO 6 — DEMOSTRACION DE LA SEPARACION DE CELULAS QUE EXPRESAN CCR2 UTILIZANDO UN
LIGANDO DE QUIMIOQUINA PARA MCP-1 ALTERNATIVO. Ejemplo de referencia

CCR2 se una también a quimioquinas MCP-2, MCP-3, MCP-4, MCP-5 y HCC-4 ademas de a MCP-1. MCP-5
solamente se une a CCR2 y no debera ser selectivo en su eliminacion de células que expresan CCR2. MCP5 es una
quimioquina de ratén que tiene accidn quimiotactica, segun se ha demostrado, para células CDR2 humanas con
EC50 < 3 nM.

La secuencia de aminoacidos de longitud completa que incluye el péptido de sefial e expone como SEQ ID NO: 4
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MKISTLLCLL LIATTISPQV LAGPDAVSTP VTCCYNVVKQ KIHVRKLKSY RRITSSQCPR
EAVIFRTILD KEICADPKEK WYKNSINHLD KTSQTFILEP SCLG
La secuencia de aminoacidos de quimioquina MCP-5 procesada N-terminal es de 82 aminoacidos de longitud y se
expone como SEQ ID NO: 5

GPDAVSTP VTCCYNVVKQ KIHVRKLKSY RRITSSQCPR EAVIFRTILD KEICADPKEK
WVKNSINHLD KTSQTFILEP SCLG

Un alineamiento de secuencia de aminoacidos indica que MCP-5 tiene una extension C-terminal cuando se compara
con la secuencia de aminoacidos de MCP-1. Los resultados de este alineamiento se muestran en la Figura 10.
Sobre esta base, se sintetizara una versioén truncada C-terminal de MCP-5. Dicha version truncada comprendera los
restos 1-76 de MCP-5, expuestos como SEQ ID NO: 6:

GPDAVSTP VTCCYNVVKQ KIHVRKLKSY RRITSSQCPR EAVIFRTILD KEICADPKEK

WVKNSINHLD KTSQTFIL
En la version truncada, 1le75 para su sustitucion por Lys, expuesta como SEQ ID NO: 7:

GPDAVSTP VTCCYNVVKQ KIHVRKLKSY RRITSSQCPR EAVIFRTILD KEICADPKEK

WVKNSINHLD KTSQTFKL
Tras la sustitucién, la version sustituida se biotinilard en la posicién 75, una lisina u otro resto adecuado como
ornitina o acido diaminopropanoico a través de un espaciador PEG (acido 3,6, - dioxoaminooctanoico). Se sintetizara
la proteina sobre un engarce amida para producir un derivado amida C-terminal. Esta molécula se muestra de
manera esquematica en la Figura 11.

Una vez sintetizada, se determinara la actividad de los diversos derivados de biotinaMCP-5 en ensayos celulares.
En particular, se determinaran las propiedades agonistas y antagonistas en un ensayo celular funcional con sobre
receptor CCR2 humano.

EJEMPLOS 7 a 14

Protocolos generales para sintesis de quimioquina

Ensamblaje:

Se llev6 a cabo la sintesis quimica de quimioquinas utilizando técnicas de sintesis de péptidos en fase sdlida (SPPS)
Fmoc normales sobre un sintetizador de péptidos ABI 433. Se utilizaron DIC (0,5 M en DMF) y OxymaPure (0,5 M en
DMF) para la activacion, anhidrido acético (0,5 M en DMF) para la proteccién con caperuza y 20 % piperidina en
DMF para la Desproteccion Fmoc. Se utilizd resina de amida de Rink para generar quimioquinas de amida C-
terminal y resina Wang para quimioquinas de acido C-terminal. Tras el ensamblaje, se lavé la resina con DMF y
DCM y después se secaron al vacio.

Separacion de proteccion Dde:

Se separo el grupo protector Dde por tratamiento de la resina con una solucion de 2,5 % de hidracina en DMF (200
ml) a lo largo de un periodo de 2 horas. A continuacion, se lavo la resina con DMF.

Etapas de marcado:

1. Par Fmoc-8-amino-acido 3,6-dioctanoico (PEG)

Se hinchd la resina en DMF y a continuacién, se afiadié una solucién de Fmoc-8-amino-acido 3,6-dioctanoico (0.38g,
1 mmol), solucion DIC (2 ml, 0,5 M en DMF) y solucion de OxymaPure (2 ml, 0,5 M en DMF). Se someti6 a
sonicacion la mezcla durante 3 horas y después se lavo con DMF.

2. Proteccién con caperuza

Se protegid con caperuza la resina con solucion de anhidrido acético (0,5 M en DMF, 10 ml) durante 5 minutos y
después se lavé con DMF.
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3. Desprotecciéon Fmoc

Se llevd a cabo la desproteccion Fmoc por tratamiento con piperidina al 20 % en solucion de DMF (2 x 50 ml)
durante 15 minutos cada uno. Se lavo la resina con DMF.

4. Par Biotina-OSu

Se afiadio una solucién de Biotina-OSu (341 mg, 1 mmol) y DIPEA (348 ul) en DMF (10 ml) a la resina y se someti6
a sonicacion la mezcla durante 3 horas. Se lavé la resina a fondo con DMF y DCM y después se seco al vacio.

Escision:

Se traté la resina seca con TFA (10 ml) que contenia un coctel eliminador que consistié en TIS (500 ul), tioanisol
(500 pl), agua (500 pl), DMS (500 ul), EDT (250 ul), NH4l (500 pg) y fenol (500 pg) y se agitd la mezcla a
temperatura ambiente durante 5 horas. Se filtr6 la solucion en éter frio y se aclaré la resina con TFA. Se centrifugé el
péptido precipitado, se lavd con éter, se centrifugd y se liofilizé.

Protocolo de purificacion:

Se purificé el péptido en bruto por HPLC en fase inversa (RP-HPLC) utilizando una columna Jupiter C18, 250 x 21
mm, 9 ml/min, eluyendo un gradiente optimizado [Tampén A: agua con contenido de 0,1 % TFA, Tampo6n B:
acetonitrilo con contenido de 0,1 % TFA].

Protocolo de plegado:

Se disolvié el péptido puro (10 mg) en 6M GnHCI (16 ml) y a continuaciéon se diluyé rapidamente a una
concentracion 2M GnHCI por adicion de 50 mM TRIS pH 8,5 (84 ml) que contenia 0,3 mM GSSG y 3 mM GSH. Se
agito la mezcla a temperatura ambiente durante 24 horas y después se analizé por RP-HPLC (columna Jupiter C18,
250 x 4,6 mm, 10-60 % B durante 30 minutos.

Purificacion por RP-HPLC utilizando un gradiente optimizado para dar el producto deseado.
EJEMPLO 7 - biotinaMCP-1 (CCL2)

Molécula diana: MCP-1 derivatizada en la funcionalidad de cadena lateral e-amino Lys(75) con PEG-Biotina (Sal
TFA)

Modificaciones: MCP-1 humana que corresponde a los restos 1-76, se expresa inicialmente como 99 aminoacidos
gue comprenden el pliegue de quimioquina y un péptido de sefial de 23 aminoéacidos que se escinde. Se somete Gin
en el extremo N de la proteina a formacion de pyroGlu en condiciones fisiolégicas. Asi, se sustituyé GInl de la
secuencia con piroglutamina para para evitar especies mixtas del N-terminal GIn y generandose pyroGlu. Esto
mejora el rendimiento de sintesis y asegura una preparacion de quimioquina homogénea en toda la fabricacién y uso
de la columna. Se modificd la lisina de origen natural en la posicién 75 por biotinilacién en la resina. Se incorporé un
espaciador PEG entre la funcionalidad - amino y la biotina.

Se muestra la secuencia de aminoacidos lineal (SEQ ID NO: 8), antes de la fijacion del espaciador PEG y biotina
moléculas en el aminoéacido 75 (K):

H-XPDAINAPVTCCYNFTNRKISVQRLASYRRITSSKCPKEAVIFKTIVAKEIC

ADPKQKWVQDSMDHLDKQTQTPKT-NH;
X = pyroGlu
Se ensambl6 la secuencia de MCP-1 obtenida por ingenieria genética en soporte sélido (Resina de amida de Rink),
aplicando protocolos Fmoc para sintesis de péptidos en fase sélida, tal como se ha descrito en la seccion de

protocolos general:

H-XPDAINAPVTCCYNFTNRKISVQRLASYRRITSSKCPKEAVIFKTIVAKEIC
ADPKQKWVQDSMDHLDKQTQTPXT-RESIN

X1 = pyroGlu
X75 = K(ivDde)

Se incorporé FmocLys(ivDde)-OH como el resto 75 para facilitar el marcado especifico de sitio en esta posicion de la
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proteina (SEQ ID NO: 9). Tras la separacion del grupo protector ivDde, se llevd a cabo el acoplamiento del
espaciador PEG vy biotina, tal como se describe en la seccion del protocolo general. Se llevaron a cabo la escision,
purificacién y los protocolos de plegado, tal como se ha descrito, para abastecer la quimioquina activa deseada
(SEQ ID NO: 10):

H-XPDAINAPVTCCYNFTNRKISVQRLASYRRITSSKCPKEAVIFKTIVAKEIC
ADPKQKWVQDSMDHLDKQTQTPXT-NH;

X1 = pyroGlu
X75 = resto aminoacido que puede ser biotinilado, como lisina, ornitina o acido diaminopropionico y opcionalmente,
esta biotinilado, opcionalmente, a través de una molécula espaciadora como PEG, p.ej. K (PEG-Biotina).

Datos de lonizacion por electrospray con espectrometria de masas en tandem (ESI-TOF-MS) de biotinaMCP-1
purificada plegada: obtenido = 9032,8 Da; esperado 9034,4 Da.

Datos de ensayo funcional:

Se analizé biotinaMCP-1 en cuanto a la actividad agonista en un ensayo con aequarina contra hCCR2b,
(Euroscreen) y se registré un valor EC50 de 9,6 nM. En comparacion con EC50 para MCP-1 nativo recombinante de
3,1 nM.

Ejemplo 8 - biotinaMCP-2 (CCLS8) - Ejemplo de Referenc ia

Molécula diana: MCP-2 derivatizada en la funcionalidad de cadena lateral €-amino Lys(75) con PEG-Biotina (Sal
TFA)

Modificaciones: MCP-2 humana que corresponde a los restos 1-76, se expresa inicialmente como 99 aminoacidos
que comprenden el pliegue de quimioquina y un péptido de sefial de 23 aminoéacidos que se escinde. Se sometid a
formacion pyroGlu GIn en el extremo N de la proteina en condiciones fisioldégicas. Asi se sustituyé Ginl de la
secuencia con piroglutamina para evitar que se generaran especies mixtas de GIn N-terminal y pyroGlu. Esto mejora
el rendimiento de la sintesis y asegura una preparacion de quimioguina homogénea en toda la fabricacién y uso de
la columna. Se modifico la lisina de origen natural en la posicién 75 por biotinilacion en la resina. Se incorporé un
espaciador PEG entre la funcionalidad - amino y la biotina.

Se muestra la secuencia de aminoécidos lineal (SEQ ID NO: 11), antes de la fijacion del espaciador PEG vy biotina

moléculas en el aminoacido 75 (K):
H-XPDSVSIPITCCFNVINRKIPIQRLESYTRITNIQCPKEAVIFKTKRGKEVCADPKE
RWVRDSMKHLDQIFQNLKP-NH,

X = pyroGlu

Se ensambl6 la secuencia de MCP-2 obtenida por ingenieria genética sobre soporte sélido (resina de amida de
Rink), aplicando protocolos Fmoc para sintesis de péptidos en fase sdlida, tal como se ha descrito en la seccion de
protocolos general:

H-XPDSVSIPITCCFNVINRKIPIQRLESYTRITNIQCPKEAVIFKTKRGKEVCADPKE
RWVRDSMKHLDQIFQNLXP-NH;

X1 = pyroGlu
X75 = K(ivDde)

Se incorporé FmocLys(ivDde)-OH como el resto 75 para facilitar el marcado especifico de sitio en esta posicién de la
proteina (SEQ ID NO: 12). Tras la separaciéon de the ivDde grupo protector, se llevé a cabo el acoplamiento del
espaciador PEG y biotina, tal como se describe en la seccién del protocolo general. Se llevaron a cabo la escision, la
purificacién y los protocolos de plegado, tal como se ha descrito para abastecer la quimioquina activa deseada (SEQ
ID NO: 13):

H-XPDSVSIPITCCFNVINRKIPIQRLESYTRITNIQCPKEAVIFKTKRGKEVCADPKE
RWVRDSMKHLDQIFQNLXP-NH,

X1 = pyroGlu
X75 = resto aminoacido que puede ser biotinilado, como lisina, ornitina o acido diaminopropionico y opcionalmente,
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esta biotinilado, opcionalmente, a través de una molécula espaciadora como PEG, p.ej. K (PEG-Biotina).

Datos de lonizacidon por electrospray con espectrometria de masas en tandem (ESI-TOF-MS) de biotinaMCP-2:
plegada purificada obtenido = 9263,6 Da; esperado 9263,8 Da.

Datos de ensayo funcional:

Se analiz6 biotinaMCP-2 en cuanto a su actividad en un ensayo con aequarina contra hCCR2b, (Euroscreen) y se
demostré que era un agonista parcial con un valor EC50 de 50,9 nM en comparacion con EC50 para MCP-2 nativo
recombinante de 23,5 nM (agonista parcial).

EJEMPLO 9 - biotinaEotaxina (CCL11) - Ejemplo de Referen cia

Molécula diana: Eotaxina derivatizada en la funcionalidad de cadena lateral e-amino Lys(73) con PEG-Biotina (Sal
TFA)

Modificaciones: eotaxina humana que corresponde a los restos 1-74, se expresa inicialmente como 97 aminoacidos
que comprenden el pliegue de quimioquina y un péptido de sefial de 23 aminoacidos que se escinde. Se modificé la
lisina de origen natural en la posicién 73 por biotinilacion en la resina. Se incorporé un espaciador PEG entre la
funcionalidad €-amino y la biotina.

Se muestra la secuencia de aminoacidos lineal (SEQ ID NO: 14) antes de la fijacién del espaciador PEG y biotina
moléculas en el aminoéacido 73 (K):

H-GPASVPTTCCFNLANRKIPLQRLESYRRITSGKCPQKAVIFKTKLAKDICADPKKK
WVQDSMKYLDQKSPTPXP-NH,

X es un resto de aminoacido que puede ser biotinilado, como lisina, ornitina o acido diaminopropiénico y
opcionalmente, esta biotinilado, opcionalmente, a través de una molécula espaciadora como PEG, p.ej. K (PEG-
Biotina).

Se ensambl6 la eotaxina obtenida por ingenieria genética sobre soporte sélido (resina de amida de Rink), aplicando

protocolos Fmoc para sintesis de péptidos en fase sélida, tal como se ha descrito en la secciéon de protocolos
general:

H-GPASVPTTCCFNLANRKIPLQRLESYRRITSGKCPQKAVIFKTKLAKDICADPKKK
WVQDSMKYLDQKSPTPXP-NH;

X es K(ivDde)

Se incorporé FmocLys(ivDde)-OH como el resto 73 para facilitar el marcado especifico de sitio en esta posicién de la
proteina (SEQ ID NO: 15). Tras la separacion del grupo protector ivDde, se llevdé a cabo el acoplamiento del
espaciador PEG vy biotina, tal como se describe en la seccion del protocolo general. Se llevaron a cabo la escision, la
purificacién y los protocolos de plegado, tal como se ha descrito para abastecer la quimioquina activa deseada (SEQ
ID NO: 16):

H-GPASVPTTCCFNLANRKIPLQRLESYRRITSGKCPQKAVIFKTKLAKDICADPKKK
WVQDSMKYLDQKSPTPXP-NH,

X es K(PEG-Biotina)

Datos de lonizacién por electrospray con espectrometria de masas en tandem (ESi-TOF-MS) de biotinaEotaxina
plegada purificada: obtenido = 8731,3 Da; esperado 8731,3 Da.

Datos de ensayo funcional:

Se analiz6 biotinaEotaxina en cuanto a su actividad en un ensayo con aequarina contra hCCR3, (Euroscreen) y se
demostré que era antagonista con un valor EC50 de 211,8 nM en comparacién con EC50 para eotaxina nativa
recombinante de 10,7 nM (agonista).

Ejemplo 10 - biotinaRANTES (CCL5) - Ejemplo de Referen cia

Molécula diana: RANTES derivatizada en la funcionalidad de cadena lateral e-amino Lys(67) con biotina (Sal TFA)
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Modificaciones: RANTES humana que corresponde a los restos 1-68, se expresa inicialmente como 91 aminoacidos
que comprenden el pliegue de quimioquina y un péptido de sefial de 23 aminoacidos que se escinde. Se muté la
Unica metionina (Met67) dentro de la secuencia a lisina para mitigar la oxidacion de este resto durante el ensamblaje
de cadena, observada durante la sintesis del derivado de la secuencia natural. Esta sustitucion de Met por Lys
proporciond una lisina en la posicién 67 que fue modificada por biotinilacién sobre la resina.

Se muestra la secuencia de aminoacidos lineal (SEQ ID NO: 17) antes de la fijacion de la molécula de biotina en el
aminoécido 67 (K):

H-SPYSSDTTPCCFAYIARPLPRAHIKEYFYTSGKCSNPAVVFVTRKNRQVC
ANPEKKWVREYINSLEKS-OH
Se ensambld la secuencia de RANTES obtenida por ingenieria genética sobre un soporte solido (resina Wang),

aplicando protocolos Fmoc para sintesis de péptidos en fase sélida, tal como se ha descrito en la seccion de
protocolos general:

H-SPYSSDTTPCCFAYIARPLPRAHIKEYFYTSGKCSNPAVVFVTRKNRQVC
ANPEKKWVREYINSLEXS-RESIN

X es K(ivDde)

Se incorporé FmocLys(ivDde)-OH como el resto 67 para facilitar el marcado especifico de sitio en esta posicion de la
proteina (SEQ ID NO: 18). Tras la separacion del grupo protector ivDde, se llevé a cabo el acoplamiento de la
biotina, tal como se describe en la seccion del protocolo general. Se llevaron a cabo la escision, la purificacion y los
protocolos de plegado tal como se ha descrito para abastecer la quimioquina activa deseada (SEQ ID NO: 19).

H-SPYSSDTTPCCFAYIARPLPRAHIKEYFYTSGKCSNPAVVFVTRKNRQVC
ANPEKKWVREYINSLEXS-OH

X es un resto de aminoacido que puede ser biotinilado, como lisina, ornitina o acido diaminopropionico y
opcionalmente esta biotinilado, opcionalmente, a través de una molécula espaciadora como PEG (p.ej. K(Biotina))

Datos de lonizacion por electrospray con espectrometria de masas en tandem (ESI-TOF-MS) de biotinaRANTES
purificada plegada: obtenido = 8068,9 Da; esperado 8070,2 Da.

Datos de ensayo funcional:

Se analiz6 BiotinRANTES en cuanto a la actividad agonista en un ensayo con aequarina contra hCCRS5,
(Euroscreen) y se registrd un valor EC50 de 0,5 nM.

Ejemplo 11 - biotinaMIP-3 a (CCL20) - Ejemplo de Referencia

Molécula diana: MIP-3a derivatizada en la funcionalidad de cadena lateral e-amino Lys(68) con PEG-Biotina (Sal
TFA)

Modificaciones: MIP-3a humana que corresponde a los restos 1-70, se expresa inicialmente como 96 aminoacidos
que comprenden el pliegue de quimioquina y un péptido de sefial de 26 aminoacidos que se escinde. Se modificé la
lisina de origen natural en la posicion 68 por biotinilacion sobre la resina. Se incorpor6é un espaciador PEG entre la
funcionalidad €e-amino y la biotina.

Se muestra la secuencia de aminoacidos lineal (SEQ ID NO: 20) antes de la fijacién del espaciador PEG y biotina
moléculas en el aminoéacido 68 (K):

H-ASNFDCCLGYTDRILHPKFIVGFTRQLANEGCDINAIFHTKKKLSVCANPK
QTWVKYIVRLLSKKVKNM-OH

Se ensamblé la secuencia de MIP-3a obtenida por ingenieria genética en un soporte sélido (resina Wang), aplicando
protocolos Fmoc para sintesis de péptidos en fase sélida, tal como se ha descrito en la secciéon de protocolos
general:

H-ASNFDCCLGYTDRILHPKFIVGFTRQLANEGCDINAIIFHTKKKLSVCANPK
QTWVKYIVRLLSKKVXNM-RESIN
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X= K(ivDde)

Se incorporé FmocLys(ivDde)-OH como el resto 68 para facilitar el marcado especifico de sitio en esta posicién de la
proteina (SEQ ID NO: 21). Tras la separacion del grupo protector ivDde se llevé a cabo el acoplamiento del
espaciador PEG y biotina, tal como se describe en la seccién del protocolo general. Se llevaron a cabo la escision,
purificacién y los protocolos de plegado, tal como se ha descrito para abastecer la quimioquina activa deseada (SEQ
ID NO: 22).

H-ASNFDCCLGYTDRILHPKFIVGFTRQLANEGCDINAIFHTKKKLSYCANPK
QTWVKYIVRLLSKKVXNM-OH

X es un resto de aminoacido que puede ser biotinilado, como lisina, ornitina o acido diaminopropionico y
opcionalmente, esta biotinilado, opcionalmente, a través de una molécula espaciadora como PEG, en particular
K(PEG-Biotina)

Datos de lonizacién por electrospray con espectrometria de masas en tandem (ESI-TOF-MS) biotinaMip-3a
purificada plegada: obtenido = 8396,4 Da; esperado 8397,0 Da.

Datos de ensayo funcional:

Se analiz6 BiotinMIP-3a en cuanto a la actividad agonista en un ensayo con aequarina contra hCCR6, (Euroscreen)
y se registré un valor EC50 de 1,6 nM en comparacién con EC50 para MIP-3a nativa recombinante de 1,0 nM.

Ejemplo 12 - biotinaTECK (CCL25) - Ejemplo de Referenc ia

Molécula diana: TECK (Met para sustitucion Nleu) derivatizada en la funcionalidad de cadena lateral e-amino Lys72
con PEG-Biotina (Sal TFA)

Modificaciones: Forma truncada de TECK humana que corresponde a los restos 1-74 de la proteina madura, que
abarca la secuencia que corresponde al pliegue de quimioquina. La longitud completa de la proteina es de 127
aminoacidos (el péptido de sefial es de 23 aminoacidos en una proteina inmadura de 150 aminoacidos). Se alterd la
Unica metionina dentro de la secuencia en Norleucina para mitigar la oxidacion de este resto durante el ensamblaje
de cadena, observada durante la sintesis del derivado de la secuencia natural. Se sometié GIn en el extremo N de la
proteina a formacién de pyroGlu en condiciones fisiologicas. Asi, se sustituyé GInl de la secuencia por piroglutamina
para evitar especies mixtas de GIn N-terminal y generandose pyroGlu. Esto mejora el rendimiento de la sintesis y
asegura una preparacién de quimioquina homogénea a lo largo de la fabricacion y el uso de la columna. Se modificé
la lisina de origen natural en la posicién 72 por biotinilacién sobre la resina. Se incorporé un espaciador PEG entre la
funcionalidad e-amino y la biotina.

Se muestra La secuencia de aminoacidos lineal (SEQ ID NO: 23) antes de la fijaciéon del espaciador PEG vy biotina
moléculas en el aminoacido 72 (K):

H-
XGVFEDCCLAYHYPIGWAVLRRAWTYRIQEVSGSCNLPAAIFYLPKRHRKVCGNPKSREVQ
RAXKLLDARNKVF-OH

X1 = pyroGlu o GIn
X64 = Norleucina

Se ensamblé la secuencia TECK obtenida por ingenieria genética sobre un soporte sélido (Resina Wang), aplicando
protocolos Fmoc para sintesis de péptidos en fase sélida, tal como se ha descrito en la seccién de protocolos
general:

H-

XGVFEDCCLAYHYPIGWAVLRRAWTYRIQEVSGSCNLPAAIFYLPKRHRKVCGNPKSREVQ

RAXKLLDARNXVF-RESIN

X1 = pyroGlu o GIn

X64 = Norleucina

X72 = K(Dde)

NPKSREVQRANIeKLLDARNK( (ivDde)VF-RESIN

Se incorporé FmocLys(ivDde)-OH como el resto 72 para facilitar el marcado especifico de sitio en esta posicion de la

proteina (SEQ ID NO: 24). Tras la separacién de the ivDde grupo protector, se llevé a cabo el acoplamiento del
espaciador PEG y biotina, tal como se describe en la seccién del protocolo general. Se llevaron a cabo la escision, la
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purificacién y los protocolos de plegado, tal como se ha descrito para abastecer la quimioquina activa deseada.
Por tanto, la quimioquina activa final tiene la siguiente secuencia (SEQ ID NO: 25):

H-XGVFEDCCLAYHYPIGWAVLRRAWTYRIQEVSGSCNLPAAIFYLPKRHRKVCG
NPKSREVQRAXKLLDARNXVF-OH

X1 = pyroGlu o GIn

X64 = Norleucina

X72 = un resto aminoacido que puede ser biotinilado, como lisina, ornitina o acido diaminopropiénico y

opcionalmente es biotinilada, opcionalmente a través de una molécula espaciadora como PEG, como K(PEG-
Biotina)

Datos de lonizaciéon por electrospray con espectrometria de masas en tandem (ESI-TOF-MS) de biotinaTECK
purificada plegada (Met para sustitucion Nleu): obtenido = 8958,5 Da; esperado 8959,6 Da.

Datos de ensayo funcional:

Se analiz6 biotinaTECK (Met para sustitucion Nleu) en cuanto a la actividad agonista en un ensayo con aequarina
contra hCCR9, (Euroscreen) y se registré un valor EC50 de 63,6nM en comparacion con EC50 por TECK nativo
recombinante 67,9 nM.

Ejemplo 13 - biotinal TAC (CXCL11) - Ejemplo de Referen cia

Molécula diana: ITAC derivatizada con biotina en la funcionalidad de cadena lateral e-amino con una lisina adicional
insertada en el extremo C tras un espaciador PEG (Sal TFA)

Modificaciones: ITAC humana que corresponde a los restos 1-73, se expresa inicialmente como 94 aminoacidos que
comprenden el pliegue de quimioquina y una sefial de péptido de 21 aminoacidos que se escinde. Se insertaron un
espaciador PEG y una lisina adicional en el extremo C, y se modificaron por biotinilacion sobre la resina. Se
incorporo el espaciador PEG en el extremo C entre la proteina y la lisina adicional.

Se muestra la secuencia de aminoacidos lineal (SEQ ID NO: 26) antes de la fijacion del espaciador PEG, la lisina
adicional y las moléculas de biotina:

H-FPMFKRGRCLCIGPGVKAVKVADIEKASIMYPSNNCDKIEVIITLKENKG
QRCLNPKSKQARLIIKKVERKNF-OH

Se ensambl6 la secuencia de ITAC obtenida por ingenieria genética sobre un soporte sélido (resina Wang),
aplicando protocolos Fmoc para sintesis de péptidos en fase sélida, tal como se ha descrito en la seccion de
protocolos general:

H-FPMFKRGRCLCIGPGVKAVKVADIEKASIMYPSNNCDKIEVIITLKENKG
QRCLNPKSKQARLIIKKVERKNFX-RESIN

X es PEG-K(ivDde)

Se incorporaron Fmoc- acido 12-amino-4,7,10-trioxadodecanoico seguido de FmocLys(ivDde)-OH en el extremo C
para facilitar el marcado especifico de sitio con biotina en la funcionalidad de cadena lateral e-amino de la lisina
adicional Lys (SEQ ID NO: 27). Tras la separacion del grupo protector ivDde, se llevé a cabo el acoplamiento de la
biotina, tal como se describe en la seccién del protocolo general. Se llevaron a cabo la escision, la purificacion y los
protocolos de plegado, tal como se ha descrito para abastecer la quimioquina activa deseada (SEQ ID NO: 28).

H-FPMFKRGRCLCIGPGVKAVKVADIEKASIMYPSNNCDKIEVIITLKENKG
QRCLNPKSKQARLIIKKVERKNFX-OH

X es un resto de aminoacido que puede ser biotinilado, como lisina, ornitina o acido diaminopropionico y
opcionalmente esta biotinilado, opcionalmente, a través de una molécula espaciadora como PEG, p.ej. K(PEG-
Biotina) y puede estar fijado a través de una molécula espaciadora, p.ej., PEG-K(Biotina)

Datos de lonizacion por electrospray con espectrometria de masas en tandem (ESI-TOF-MS) de biotinalTAC
purificada plegada: obtenido = 8866,5 Da; esperado 8860,6 Da.
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Datos de ensayo funcional:

Se analizé biotinalTAC en cuanto a la actividad agonista en un ensayo con aequarina contra hCXCR3, (Euroscreen)
y se registré un valor EC50 de 15,7 nM en comparacion con EC50 para ITAC nativa recombinante de 0,7 nM.

EJEMPLO 14 - biotinalP-10 (CXCL10) - Ejemplo de Referenc ia

Molécula diana: IP-10 derivatizada con biotina en la funcionalidad de cadena lateral de la lisina adicional insertada
en el extremo C tras un espaciador PEG (Sal TFA)

Modificaciones: IP-10 humana que corresponde a los restos 1-77, se expresa inicialmente como 98 aminoéacidos que
comprenden el pliegue de quimioquina y el péptido de sefial de 21 aminoacidos que se escinde. Se insertaron un
espaciador PEG y una lisina adicional en el extremo C y se modificé por biotinilacién sobre la resina. Se incorporo6 el
espaciador PEG en el extremo C entre la proteina y la lisina adicional.

Se muestra la secuencia de aminoéacidos lineal (SEQ ID NO: 29) antes de la fijacion del espaciador PEG, la lisina
adicional y las moléculas de biotina:

H-VPLSRTVRCTCISISNQPVNPRSLEKLEIPASQFCPRVEIATMKKKGEKRCL
NPESKAIKNLLKAVSKERSKRSP-CH

Se ensamblé la secuencia de IP-10 obtenida por ingenieria genética sobre un soporte sélido (resina Wang),
aplicando protocolos Fmoc para sintesis de péptidos en fase sélida, tal como se ha descrito en la seccion de
protocolos general:

H-VPLSRTVRCTCISISNQPVNPRSLEKLEIIPASQFCPRVEIATMKKKGEKRCL
NPESKAIKNLLKAYSKERSKRSPX-RESIN

X es K(ivDde), opcionalmente, fijado a través de un espaciador como PEG, p.ej. -PEG-K(ivDde)

Se incorporaron Fmoc-8-amino-acido 3,6-dioctanoic seguido de FmocLys(ivDde)-OH en el extremo C para facilitar el
marcado especifico de sitio con biotina en la funcionalidad de cadena lateral e-amino de Lys adicional (SEQ ID NO:
30). Tras la separacion del grupo protector ivDde, se llevd a cabo el acoplamiento de la biotina, tal como se describe
en la seccion del protocolo general. Se llevaron a cabo la escision, la purificacion y los protocolos de plegado, tal
como se ha descrito para abastecer la quimioquina activa deseada. La quimioquina activa final tiene por tanto la
siguiente secuencia (SEQ ID NO: 31):

H-VPLSRTVRCTCISISNQPVYNPRSLEKLEIIPASQFCPRVEIIATMKKKGEKRCL
NPESKAIKNLLKAVSKERSKRSPX-OH

X es un resto de aminoacido que puede ser biotinilado, como lisina, ornitina o acido diaminopropiénico y
opcionalmente, esta biotinilado, opcionalmente, a través de una molécula espaciadora como PEG, p.ej. K(PEG-
Biotina) y puede estar fijado a través de una molécula espaciadora, p.ej. PEG-K(Biotina)

Datos de lonizacion por electrospray con espectrometria de masas en tandem (ESI-TOF-MS) de biotinalP-10
plegada purificada: obtenido = 9141,0 Da; esperado 9141,9 Da.

Datos de ensayo funcional:

Se analizé BiotinalP-10 en cuanto a la actividad agonista en un ensayo con aequarina contra hCXCR3, (Euroscreen)
y se registro un valor EC50 de 8,7 nM en comparacion con EC50 para IP-10 nativo recombinante de 4,4 nM.

EJEMPLO 15 - Diagnéstico y tratamiento de EM basado en  linfocitos T que expresan CCR2 y CCR6
Materiales y métodos
1. Andlisis de citometria de flujo de sangre periférica

Se recogio sangre periférica de pacientes con esclerosis multiple y controles sanos en tubos de heparina. Se lisaron
los globulos rojos de la sangre utilizando tampo6n Fix (Solucion salina de tampén fosfato (PBS) citrato con 4 % de
paraformaldehido) durante 4 minutos a 37° C y tamp6n de lisado (PBS con 10 mM Tris y 160 mM NH4CI, pH 7,5)
durante 15 min a 37 °C. Se lavaron células en PBS con 2 % de suero de crecimiento bovino, incubado con 10 % de
suero humano durante 15 m minutos a temperatura ambiente (TA) y se tifié con anticuerpos (Tabla 2) a 4 °C durante
30 minutos. Se analizaron las células por citometria de flujo sobre un citdmetro de flujo FACS Canto con el software
FACSDiva (BD Biosciences).
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Tabla 2. Lista de anticuerpos para andlisis de citometria de flujo

Anticuerpo Fluor 6foro Proveedor
CD3 V450 BD Biosciences
CCR6 PE BD Biosciences
Estreptavidina PE, APC Biolegend
CCR2 PerCP Cy5.5 Biolegend

2. Prueba de unién a quimioquina

Se recogié sangre periférica de pacientes y controles sanos en tubos de heparina. Se lisaron glébulos rojos de la
sangre utilizando tampdn fix (Solucidn salina con tampén fosfato (PBS) citrato con 4 % de paraformaldehido) durante
cuatro minutos a 37 °C y tampodn de lisis (PBS con 10 mM Tris y 160 mM NH4ClI, pH 7,5) durante 15 min a 37 °C. Se
lavaron las células en PBS con 2 % de suero de crecimiento bovino, incubado con 10 % de suero humano 15
minutos a temperatura ambiente (RA) y se tifieron con anticuerpos especificos de célula junto con quimioquina
biotinilada (1 yM) o el anticuerpo de receptor de quimioquina correspondiente a 4 °C durante 30 min (Tabla 2). Se
detect6 la quimioquina biotinilada a través de la interaccion entre biotina y estreptavidina conjugada con fluoréforo.
Se analizaron las muestras por citometria de flujo en un citometro de flujo FACS Canto con un software FACSDiva
(BD Biosciences).

3. Empobrecimiento de células con matriz conjugada con quimioquina biotinilada

Se prepararon células de sangre periférica (seccion 1). Se lavé la matriz de Sepharose BigBeads conjugada con 0,4
mg/ml de estreptavidina (GE Healthcare) en 50 ml de PBS y se afiadieron a un tubo de poliestireno de 5 ml (BD
Falcon™). Se afadié quimioquina biotinilada (1 uM) al tubo y se incubd durante 20 minutos a TA para dar cabida a
la inmovilizacion de la quimioquina en la matriz a través de la interaccion de biotina-estreptavidina. A continuacion,
se afiadieron las células a la matriz de quimioquina y se incubé durante 20 min a TA. Se separaron las células que
no se unieron a la matriz por lavado de la matriz con PBS en un filtro de nilén de 40 um estéril (BD Falcon™ Cell
Strainer). Se tifieron las células en flujo con anticuerpos (Tabla 2), se analizaron por citometria de flujo y se
compararon con las células de sangre periférica que no habian sido incubadas con la matriz de quimioquina.

Resultados y explicacion
1. Analisis de citometria de flujo de sangre periférica

Se analizaron los gloébulos blancos de la sangre de pacientes con esclerosis mdltiple (EM) en cuanto a la expresién
de receptores de quimioquina por citometria de flujo. Los pacientes con EM presentaron una mayor frecuencia de
linfocitos T que expresan receptor de quimioquina CCR2 en la circulacion, 15 % en comparacién con
aproximadamente 5 % en la sangre sana (Fig. 14a), sobre la base de los datos de citometria de flujo y la unién con
anticuerpo anti-CCR2. Asimismo, los pacientes presentaron una mayor frecuencia de linfocitos T que expresan
CCR6 b (Fig. 14b).

2. Prueba de unién a quimioquina
CCR2 se una a la quimioquina MCP-1 que interviene en el desplazamiento y la infiltracién de células inflamatorias
en varios tejidos. El ligando para CCR6 es MIP3a (CCL20) que puede intervenir en el desplazamiento de linfocitos T
en el SNC. Ambos receptores son importantes en el proceso inflamatorio. De acuerdo con la expresién de CCR2 y
CCRE6, los linfocitos T unidos a MCP-1 biotinilada (bMCP-1) (Fig. 15a) y bMIP3a (Fig. 15b).
3. Empobrecimiento de células con matriz conjugada con quimioquina biotinilada
Se pudieron empobrecer eficientemente los linfocitos T que expresan CCR2 con matriz de Sepharose estreptavidina
conjugada con bMCP-1 (Fig. 16a) y se pudieron empobrecer los linfocitos T que expresan CCR6 con matriz de
Sepharose estreptavidina conjugada con bMIP3a (Fig. 16b).
Los autores de la invencion concluyen que en EM se potencia la frecuencia de linfocitos T que expresan CCR2 y
CCR6. Estos linfocitos T pueden unirse a los ligandos MCP-1 y MIP3a. Asimismo, es posible separar la mayor parte
de los linfocitos T que expresan CCR2 y CCR6 con matriz de Sepharose estreptavidina conjugada con la
quimioquina biotinilada correspondiente.
LISTADO DE SECUENCIAS

<110> ITH Immune Therapy Holdings AB

<120> TRATAR ESCLEROSIS MULTIPLE
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<130> P117759W0O00
<160> 31

<170> PatentIn versién 3.5
<210>1

<211>99

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintesis de péptido

<400> 1

Met Lys Val Ser Ala Ala Leu Leu Cys
1 5

Phe Ile Pro Gln Gly Leu Ala Gln Pro
20 25

Thr Cys Cys Tyr Asn Phe Thr Asn Arg
35 40

Ala Ser Tyr Arg Arg Ile Thr Ser Ser
50 55

Ile Phe Lys Thr Ile Val Ala Lys Glu
65 70

Lys Trp Val Gln Asp Ser Met Asp His

Pro Lys Thr

<210> 2

<211>76

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintesis de péptido

<220>

<221> X

<222> (64)..(64)
<223> X = Met o Nleu

<400> 2

27

Leu

10

Asp

Lys

Lys

Ile

Leu
20

Leu

Ala

Ile

Cys

Cys

75

Asp

Leu

Ile

Ser

Pro

60

Ala

Lys

Ile

Asn

Val

45

Lys

Asp

Gln

Ala

Ala

30

Gln

Glu

Pro

Thr

Ala

15

Pro

Arg

Ala

Lys

Gln
95

Thr

Val

Leu

Val

Gln

80

Thr
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Gln Pro Asp Ala Ile Asn Ala Pro Val Thr Cys Cys Tyr Asn Phe Thr
1 5 10 15

Asn Arg Lys Ile Ser Val Gln Arg Leu Ala Ser Tyr Arg Arg Ile Thr
20 25 30

Ser Ser Lys Cys Pro Lys Glu Ala Val Ile Phe Lys Thr Ile Val Ala
35 40 45

Lys Glu Ile Cys Ala Asp Pro Lys Gln Lys Trp Val Gln Asp Ser Xaa
50 55 60

Asp His Leu Asp Lys Gln Thr Gln Thr Pro Lys Thr
65 70 15

<210>3

<211> 68

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintesis de péptido

<400> 3

Val Thr Cys Cys Tyr Asn Phe Thr Asn Arg Lys Ile Ser Val Gln Arxrg
1 5 10 15

Leu Ala Ser Tyr Arg Arg Ile Thr Ser Ser Lys Cys Pro Lys Glu Ala
20 25 30

Val Ile Phe Lys Thr Ile Val Ala Lys Glu Ile Cys Ala Asp Pro Lys
35 40 45

Gln Lys Trp Val Gln Asp Ser Met Asp His Leu Asp Lys Gln Thr Gln
50 55 &0

Thr Pro Lys Thr
65

<210> 4

<211> 104

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintesis de péptido

<400> 4
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Trp
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<210>5

<211>82
<212> PRT

Lys

Pro

Cys

Tyr

50

Arg

Val

Leu

Ile

Gln

Tyr

35

Arg

Thr

Lys

Glu

Ser

val

20

Asn

Arg

Ile

Asn

Pro
100

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintesis de péptido

<400> 5

Gly
1

Lys

Ser

Lys

Asn
65

Leu

<210>6
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Pro

Gln

Ser

Glu

50

His

Gly

Asp

Lys

Gln

35

Ile

Leu

Ala

Ile

20

Cys

Cys

Asp

Thr

Leu

Val

Ile

Leu

Ser

85

Ser

Val
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Leu

Ala

Val

Thr

Asp

70

Ile

Cys

Ser

His Val

Pro Arg

Ala Asp

Lys

Thr
70

Leu

Gly

Lys

Ser

55

Lys

Asn

Leu

Thr

Arg

Glu

Pro

55

Ser

Cys

Pro

Gln

40

Ser

Glu

His

Gly

Pro

Lys

Ala

40

Lys

Gln

29

Leu

Asp

25

Lys

Gln

Ile

Leu

Val

Leu

25

val

Glu

Thr

Leu

10

Ala

Ile

Cys

Cys

Asp

Thr

10

Lys

Ile

Lys

Phe

Leu

val

His

Pro

Ala

75

Lys

Cys

Ser

Phe

Trp

Ile
75

Ile

Ser

Val

Arg

60

Asp

Thr

Cys

Tyr

Arg

Val

60

Leu

Ala

Thr

Arg

45

Glu

Pro

Ser

Tyr

Arg

Thr

45

Lys

Glu

Thr

Pro

30

Lys

Ala

Lys

Gln

Asn

Arg

Ile

Asn

Pro

Thr

15

val

Leu

val

Glu

Thr
95

Val

15

Ile

Leu

Ser

Ser

Ile

Thr

Lys

Ile

Lys

80O

Phe

Val

Thr

Asp

Ile

Cys
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1
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Asn
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<210>7
<211>76
<212> PRT

Pro

Gln

Ser

Glu

50

Hisg

Asp

Lys

Gln

35

Ile

Leu

Ala Val
5

Ile Hisg
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Cys Pro

Cys Ala

Asp Lys

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintesis de péptido

<400> 7

Gly
1

Lys

Ser

Lys

Asn
65

<210>8
<211>76
<212> PRT

Pro

Gln

Ser

Glu
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His

Asp

Lys

Gln

35

Ile

Leu
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Ile His

20

Cys Pro

Cys Ala

Asp Lys
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Ser

Val

Arg

Asp

Thr
70

Ser

Val

Asp

Thr
70

Thr

Arg

Glu

Pro

55

Ser

Thr

Arg

Glu

Pro

55

Ser

Pro

Lys
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40

Lys

Gln

Pro

Lys

Ala

40

Lys

Gln
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Val

Leu
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Val

Glu

Thr

Val

Leu

25

Val

Glu

Thr

Thr

10

Lys

Ile

Lys

Phe

Thr

10

Lys

Ile

Lys

Phe

Cys

Ser

Phe

Trp
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Cys

Ser

Phe
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Lys
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Cys Tyr Asn Val Val
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45
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Tyr
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Lys Asn

Val val
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<223> Sintesis de péptido

<220>
<221> X

<222> (1)..(1)

<223> X = pyroGlu

<400> 8

Xaa
1

Asn

Ser

Lys

Asp
65

<210>9
<211>76
<212> PRT

Pro

Arg

Ser

Glu

50

His

Asp

Lys

Lys

33

Ile

Leu

Ala

Ile
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Cys

Cys

Asp

<213> Secuencia artificial
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<223> Sintesis de péptido

<220>
<221> X

<222> (1)..(1)

<223> X = pyroGlu

<220>
<221>X

<222> (75)..(75)
<223> X es K(ivDde)

<400>9

Ile

Ser

Pro

Ala

Lys
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Asn

Val

Lys

Asp

Gln
70

Ala

Gln

Glu

Pro

55

Thr

Pro

Arg

Ala

40

Lys

Gln

31

Val

Leu

25

Val

Gln

Thr

Thr
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Ala

Ile

Lys

Pro

Ser

Phe

Trp

Lys
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Cys

Tyr
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Val
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Arg Arg Ile Thr
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Thr Ile Val Ala
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Gln Asp Ser Met



10

15

20

25

Xaa Pro Asp Ala

Asn Arg Lys I
2

Ser Ser lys C
35

Lys Glu Ile C
50

Asp Hig Leu Asp Lyg Gln Thr

65

<210> 10

<211>76

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintesis de péptido

<220>
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<223> X = pyroGlu
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<223> X es un resto de aminoacido que puede estar biotinilado, como lisina, ornitina o acido
diaminopropidnico y, opcionalmente, esta biotinilado a través de una molécula espaciadora como PEG, p.ej.

K(PEG-Biotina)

<400> 10
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50
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Ile Asn Ala

Pro Val

Arg Leu
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Ala Val
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70

Ile Asn

Ser Val

Pro Lys

Ala Asp

Lys Gln
70

Ala

Gln

Glu

Pro

55

Thr

Lys Gln

Gln Thr

Thr Cys
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Ala

Ile Phe

Lys

Pro Xaa

Proc Val Thr
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Arg Leu Ala

25

Ala Val Ile

40

Lys Gln Lys

Gln Thr Pro
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Ser

Trp

75

Cys

Ser

Phe

Trp

Xaa
75

Cys

Tyr

Lys

Val

Tyr Asn Phe Thr
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Arg Arg Ile Thr
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Thr Ile Val Ala
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Thr

Cys

Tyr

Lys

Val
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Thr
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Arg Arg Ile Thr
30

Thr Ile Val Ala
45

Gln Asp Ser Met
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintesis de péptido

<220>

<221> X

<222> (1)..(1)
<223> X = pyroGlu

<400> 11

Xaa Pro Asp
1

Asn Arg Lys

Asn Ile Gln
35

Lys Glu Val
50

Lys His Leu
65

<210>12
<211>76
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Ser

Ile

20

Cys

Cys

Asp

<223> Sintesis de péptido

<220>

<221> X

<222> (1)..(1)
<223> X = pyroGlu
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<223> X es K(ivDde)
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Pro

Pro

Ala

Gln
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Glu

Pro
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Arg
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40

Lys

Gln

33

Ile

Leu

25

Val

Glu

Asn

Thr
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Arg
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Ser
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Trp

Lys
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Val

60

Pro
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45

Arg Asp Ser Met
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Ser val
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintesis de péptido

<220>

<221> X

<222> (1)..(1)
<223> X = pyroGlu

<220>
<221> X
<222> (75)..(75)

<223> X es un resto de aminoacido que puede estar biotinilado, como lisina, ornitina o acido
diaminopropidnico y, opcionalmente, esta biotinilado a través de una molécula espaciadora como PEG, p.ej.

K(PEG-Biotina)

<400> 13

Xaa Pro Asp
1

Asn Arg Lys

Asn Ile Gln
35

Lys Glu Val
50

Lys Hig Leu
65

<210> 14
<211>74

Ser Val
5

Ile Pro

20

Cys Pro
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Asp Gln
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Asp

Asp

Ser
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Lys

Asp
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70

Ile
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Glu

Pro
55

Gln

Ile

Gln

Glu

Pro

55

Phe

Pro

Arg

Ala
40

Lys

Ile
70

Pro

Arg

Ala

40

Lys

Gln

34

Ile

Leu

25

Val

Glu
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Ile

Leu

25

Val

Glu

Asn

Thr

10

Glu

Ile

Arg

Gln

Thr

10

Glu

Ile

Arg
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Ser

Phe

Trp

Asn

Cys
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Phe
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75
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Tyr
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Val
60

Leu

Cys

Tyr

Lys

Val

60
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Phe
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Thr
45
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75
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Phe Asn Val Ile
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Thr Arg Ile Thr

30
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45

Arg Asp Ser Met
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<223> Sintesis de péptido

<220>
<221> X

<222> (73)..(73)

<223> X es

un

ES 2 664 836 T3

resto de aminoacido que puede estar biotinilado, como lisina, ornitina o &cido

diaminopropionico y, opcionalmente, esta biotinilado a través de una molécula espaciadora como PEG, p.€j.
K(PEG-Biotina)

<400> 14

Gly
1

Lys

Lys

Ile

Leu
65

<210> 15
<211>74
<212> PRT

Pro

Ile

Cys

Cys

50

Asp

Ala

Pro

Pro

35

Ala

Gln

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintesis de péptido

<220>
<221>X

<222> (73)..(73)

<223> X es K(ivDde)

<400> 15

Ser Val
5

Leu Gln

20

Gln Lys

Asp Pro

Lys Ser

Pro

Arg

Ala

Lys

Pro
70

Thr

Leu

Val

Lys

53

Thr

Thr

Glu

Ile

40

Lys

Pro

35

Cys

Ser

25

Phe

Trp

Xaa

Cys

10

Tyr

Lys

Val

Fro

Phe Asn Leu Ala Asn Arg
15

Arg Arg Ile Thr Ser Gly
30

Thr Lys Leu Ala Lys Asp
45

Gln Asp Ser Met Lys Tyr
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Gly Pro Ala Ser
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Lys Pro

Pr¢o Gln
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Lysg Cys

Ile Cys Ala

50

Asp

Len Gln

65

Asp Lys
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintesis de péptido

<220>

<221> X

<222> (73)..(73)

<223> X es K(PEG-Biotina)

<400> 16

Gly
1

Pro Ala Ser

Ile Leu

20

Lys Pro

Proc Gln

35

Lys Cys

Ile Cys Ala

50

Asgp

Leu Gln

65

Asp Lys

<210> 17

<211>68

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintesis de péptido

<400> 17

Val

Gln Arg

Lys

Pro

Ser

Val

Gln

Lys

Pro

Ser

ES 2 664 836 T3

Pro Thr

Len

Ala Val

Lys Lys

55

Pro Thr

70

Pro Thr

Arg Leu

Ala Val

Lys Lys

55

Pro Thr
70

Thr

Glu

Ile

40

Lys

Pro

Thr

Glu

Ile

40

Lys

Pro

36

Cys

Ser

25

Phe

Trp

Xaa

Cys

Ser

25

Phe

Trp

Xaa

Cys

10

Tyr

Lys

Val

Pro

Cys

10

Tyr

Lys

Val

Pro

Phe Asn Leu
15

Arg Arg Ile
30

Thr Lys Leu
45

Gln Asp Ser
60

Met Lys

Phe Asn Leu Ala Asn
15

Arg Arg Ile Thr Ser
30

Thr Lys Leu Ala Lys
45

Gln Asp Ser Met Lys
60

Ala Asn Arg

Thr Ser Gly

Ala Lys Asp

Tyr

Arg

Gly

Asp

Tyr
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Ser Pro Tyr Ser Ser Asp Thr Thr

1 5

Arg Pro Leu Pro Arg Ala His Ile
20

Lys Cys Ser Asn Pro Ala Val Val
35 40

Val Cys Ala Asn Pro Glu Lys Lys
50 55

Leu Glu Lys Ser
65

<210> 18

<211> 68

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintesis de péptido

<220>

<221> X

<222> (67)..(67)
<223> X es K(ivDde)

<400> 18

Pro Cys Cys Phe Ala
10

Lys Glu Tyr Phe Tyr
25

Phe Val Thr Arg Lys
45

Trp Val Arg Glu Tyr
60

Tyr

Thr
30

Asn

Ile

Tle Ala

15

Ser Gly

Arg Gln

Asn Ser

Ser Pro Tyr Ser Ser Asp Thr Thr Pro Cys Cys Phe Ala Tyr Ile Ala

1

Arg Pro

Lys Cys

Vval Cys
50

Leu Glu
65

<210>19
<211> 68
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Ser

35

Ala

Xaa

Pro

20

Aszsn

Aszsn

Ser

<223> Sintesis de péptido

<220>

5

Arg Ala His

Pro Ala Val

Pr¢o Glu Lys
55

10 15

Ile Lys Glu Tyr Phe Tyr Thr Ser Gly
25 30

Val Phe Val Thr Arg Lys Asn Arg Gln
4an 45

Lys Trp Val Arg Glu Tyr Ile Asn Ser
60
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<221> X

<222> (67)..(67)

<223> X es un resto de aminoacido que puede estar biotinilado, como lisina, ornitina o acido
diaminopropionico y, opcionalmente, esta biotinilado a través de una molécula espaciadora como PEG, p.€j.
K(PEG-Biotina)

<400> 19

Ser Pro Tyr Ser Ser Asp Thr Thr Pro Cys Cys Phe Ala Tyr Ile Ala
1 5 10 15

Arg Pro Leu Pro Arg Ala His Ile Lys Glu Tyr Phe Tyr Thr Ser Gly
20 25 30

Lys Cys Ser Asn Pro Ala Val Val Phe Val Thr Arg Lys Asn Arg Gln
35 40 45

Val Cys Ala Asn Pro Glu Lys Lys Trp Val Arg Glu Tyr Ile Asn Ser
50 55 60

Leu Glu Xaa Ser
65

<210> 20

<211>70

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintesis de péptido

<400> 20

Ala Ser Asn Phe Asp Cys Cys Leu Gly Tyr Thr Asp Arg Ile Leu His
1 5 10 15

Pro Lys Phe Ile Val Gly Phe Thr Arg Gln Leu Ala Asn Glu Gly Cys
20 25 30

Asp Ile Asn Ala Ile Ile Phe His Thr Lys Lys Lys Leu Ser Val Cys
35 40 45

Ala Asn Pro Lys Gln Thr Trp Val Lys Tyr Ile Val Arg Leu Leu Ser
50 55 60

Lys Lys Val Lys Asn Met
65 70

<210>21

<211>70

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

38
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<223> Sintesis de péptido

<220>
<221> X

<222> (68)..(68)
<223> X es K(ivDde)

<400> 21

Ala Ser Asn Phe
1

Pro Lys Phe Ile
20

Asp Ile Asn Ala
35

Ala Asn Pro Lys
50

Lys Lys Val Xaa
65

<210> 22

<211>70

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintesis de péptido

<220>
<221> X

<222> (68)..(68)

<223> X es un resto de aminoacido que puede estar biotinilado, como lisina, ornitina o acido
diaminopropidnico y, opcionalmente, esta biotinilado a través de una molécula espaciadora como PEG, p.ej.

K(PEG-Biotina)
<400> 22

Asp

Val

Ile

Gln

Asn

ES 2 664 836 T3

Cys

Gly

Ile

Thr

Met
70

Cys

Phe

Phe

Trp

Leu

Thr

His

40

val

39

Gly

Arg
25

Thr

Lys

Tyr
10

Gln

Lys

Tyr

Thr

Leu

Lys

Ile

Asp

Ala

Lys

val
60

Arg Ile

Asn Glu
30

Leu Ser
45

Arg Leu

Leu His
15

Gly Cys

Val Cys

Leu Ser



10

15

20

25

Ala Ser Asn

Pro Lys Phe

Asp Ile Asn
35

Ala Asn Pro
50

Lys Lys Val
65

<210> 23

<211>74

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintesis de péptido

<220>

<221> X

<222> (1)..(1)

<223> X = pyroGlu o GIn

<220>

<221> X

<222> (64)..(64)
<223> X = Norleucina

<400> 23

Phe Asp

Ile Val

20

Ala Ile

Lys Gln

Xaa Asn

Xaa Gly Val Phe Glu

1

Trp Ala Val Leu Arg
20

Gly Ser Cys Asn Leu

35

Arg Lys Val Cys Gly

50

Lys Leu Leu Asp Ala

65

<210> 24

<211>74

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

ES 2 664 836 T3

Asp

Arg

Pro

Asn

Arg
70

Cys

Gly

Ile

Thr

55

Met
70

Cys

Ala

Ala

Pro

55

Asn

Cys

Phe

Phe

Trp

40

Cys

Trp

Ala

40

Lys

Lys

40

25

Leu

Thr

25

Ile

Ser

val

Leu Gly Tyr Thr

10

Thr Arg Gln Leu

His Thr Lys Lys

Val Lys Tyr Ile

Ala Tyr

10

Tyr Arg

Phe Tyr

Arg Glu

Phe

45

60

His Tyr

Ile Gln

Leu Pro
45

Val Gln
60

30

Pro

Glu

30

Lys

Arg

Asp Arg Ile Leu His

15

Ala Asn Glu Gly Cys

Lys Leu Ser Val Cys

val Arg Leu Leu Ser

Ile Gly

15

Val Ser

Arg His

Ala Xaa
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<220>
<223> Sintesis de péptido

<220>

<221> X

<222> (1)..(1)

<223> X = pyroGlu o GIn

<220>

<221> X

<222> (64)..(64)
<223> X = Norleucina

<220>

<221> X

<222> (72)..(72)
<223> X es K(ivDde)

<400> 24

Xaa Gly Val Phe Glu Asp Cys Cys Leu
1 5

Trp Ala Val Leu Arg Arg Ala Trp Thr
20 25

Gly Ser Cys Asn Leu Pro Ala Ala Ile
35 40

Arg Lys Val Cys Gly Asn Pro Lys Ser
50 55

Lys Leu lLeu Asp Ala Arg Asn Xaa Val
65 70

<210> 25

<211>74

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintesis de péptido

<220>

<221> X

<222> (1)..(2)

<223> X = pyroGlu o GIn

<220>

<221> X

<222> (64)..(64)
<223> X = Norleucina

<220>
<221> X
<222> (72)..(72)

<223> X es un resto de aminoacido que puede estar biotinilado, como lisina, ornitina o acido
diaminopropidnico y, opcionalmente, esta biotinilado a través de una molécula espaciadora como PEG, p.ej.

K(PEG-Biotina)

41

Ala Tyr His

10

Tyr Arg Ile

Phe Tyr Leu

Arg Glu Val

Phe

60

Tyr

Gln

Pro
45

Gln

Pro Ile Gly
15

Glu Val Ser
30

Lys Arg His

Arg Ala Xaa
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<400> 25

Xaa
1

Trp

Gly

Lys
65

<210> 26
<211>73
<212> PRT

Gly

Ala

Ser

Lys

50

Leu

Val

Val

Cys

35

Val

Leu

Phe

Leu

20

Asn

Cys

Asp

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintesis de péptido

<400> 26

Phe
1

Lys

Ser

Lys

Ile
65

<210> 27
<211>74
<212> PRT

Pro

Ala

Asn

Gly

50

Lys

Met

Val

Asn

35

Gln

Lys

Phe

Lys

20

Cys

Arg

Val

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintesis de péptido

<220>
<221>X

<222> (74)..(74)
<223> X es PEG-K(ivDde)

Glu

Arg

Leu

Gly

Ala

Lys

Val

Asp

Cys

Glu

ES 2 664 836 T3

Asp Cys

Arg Ala

Pr¢o Ala

Asn Pro

55

Arg Asn

70

Arg

Ala

Lys

Leu

Arg
70

Gly

Asp

Ile

Asn

55

Lys

Cys

Trp

Ala

40

Lys

Xaa

Arg

Ile

Glu

40

Pro

Asn

42

Len

Thr

25

Ile

Ser

Val

Cys

Glu

25

Val

Lys

Phe

Ala

10

Tyr

Phe

Arg

Phe

Leu

10

Lys

Ile

Ser

Tyr

Arg

Tyr

Glu

Cys

Ala

Ile

Lys

His

Ile

Leu

Val
60

Ile

Ser

Thr

Gln
60

Tyr

Gln

Pro

45

Gln

Gly

Ile

Len

45

Ala

Pro

Glu

30

Lys

Arg

Pro

Met

30

Lys

Arg

Ile

15

Val

Arg

Ala

Gly

15

Tyr

Glu

Leu

Gly

Ser

Hisg

Xaa

Val

Pro

Asn

Ile
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<400> 27

Phe Pro Met Phe Lys Arg Gly Arg Cys Leu Cys Ile Gly Pro Gly Val
1 5 10 15

Lys Ala Val Lys Val Ala Asp Ile Glu Lys Ala Ser Ile Met Tyr Pro
20 25 30

Ser Asn Asn Cys Asp Lys Ile Glu Val Ile Ile Thr Leu Lys Glu Asn
35 40 45

Lys Gly Gln Arg Cys Leu Asn Pro Lys Ser Lys Gln Ala Arg Leu Ile
50 55 &0

Ile Lys Lys Val Glu Arg Lys Asn Phe Xaa
65 70

<210> 28

<211>74

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintesis de péptido

<220>

<221> X

<222> (74)..(74)

<223> X = X es un resto de aminoacido que puede estar biotinilado, como lisina, ornitina o acido
diaminopropionico y, opcionalmente, esta biotinilado a través de una molécula espaciadora como PEG, p.€j.
K(PEG-Biotina) y puede estar fijada a través de una molécula espaciadora, p.ej., PEG-K(Biotina).

<400> 28

Phe Pro Met Phe Lys Arg Gly Arg Cys Leu Cys Ile Gly Preo Gly Val
1 5 10 15

Lys Ala Val Lys Val Ala Asp Ile Glu Lys Ala Ser Ile Met Tyr Pro
20 25 30

Ser Asn Asn Cys Asp Lys Ile Glu Val Ile Ile Thr Leu Lys Glu Asn
35 40 45

Lys Gly Gln Arg Cys Leu Asn Pro Lys Ser Lys Gln Ala Arg Leu Ile
50 55 60

Ile lys Lys Val Glu Arg Lys Asn Phe Xaa
65 70

<210> 29

<211> 77

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Sintesis de péptido

<400> 29

Val Pro Leu Ser Arg Thr Val Arg Cys Thr Cys Ile Ser Ile Ser Asn
1 5 10 15

Gln Preo Val Asn Pro Arg Ser Leu Glu Lys Leu Glu Ile Ile Pro Ala
20 25 30

Ser Gln Phe Cys Pro Arg Val Glu Ile Ile Ala Thr Met Lys Lys Lys

35 40 45

Gly Glu Lys Arg Cys Leu Asn Pro Glu Ser Lys Ala Ile Lys Asn Leu
50 55 60

Leu Lys Ala Val Ser Lys Glu Arg Ser Lys Arg Ser Pro
65 70 75

<210> 30

<211>78

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintesis de péptido

<220>
<221>X

<222> (77)..(77)
<223> X es K(ivDde) opcionalmente fijado a través de un espaciador como PEG, p.ej., -PEG-K(ivDde)

<220>

<221 > misc_feature

<222> (78)..(78)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 30

44
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Val

Gln

Ser

Gly

Leu
65

<210>31
<211>78
<212> PRT

Pro Leu

Pro Val

Gln Phe
35

Glu Lys
50

Lys Ala

Ser Arg

Asn Pro

20

Cys Pro

Arg Cys

Val Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintesis de péptido

<220>
<221>X

<222> (77)..(77)

<223> X es un resto que puede estar biotinilado, como lisina, ornitina o acido diaminopropiénico v,
opcionalmente, esta biotinilado a través de una molécula espaciadora como PEG, p.ej. k(PEG-Biotina) y que
puede estar fijado a través de una molécula espaciadora, p.ej., PEG-K(Biotina).

<220>

<221 > misc_feature
<222> (78)..(78)
<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natura

<400> 31

Val

1

Gln

Ser

Gly

Leu
65

Pro Leu

Pro Val

Gln Phe
35

Glu Lys
50

Lys Ala

ES 2 664 836 T3

Thr

Arg

Arg

Leu

Lys
70

Ser Arg Thr

Asn Pro
20

Cys Pro

Arg Cys

Val Ser

Arg

Arg

Leu

Lys
70

Val

Ser

Val

Asn

55

Glu

Val

Ser

Val

Azn

55

Glu

Arg

Leu

Glu

40

Pro

Arg

Arg

Glu
40

Pro

Arg

45

Cys

Glu

25

Ile

Glu

Ser

Cys

Glu

25

Ile

Glu

Ser

Thr

10

Lys

Ile

Ser

Lys

Thr

10

Lys

Ile

Ser

Lys

Cys

Leu

Ala

Lys

Arg
75

Cys

Ala

Lys

Arg
75

Ile

Glu

Thr

Ala

60

Ser

Ile

Ser

Ile

Met

45

Ile

Pro

Ser

Glu Ile

Thr

Ala
60

Ser

Met
45

Ile

Pro

Ile

Ile

30

Lys

Lys

Xaa

Ile

Ile

30

Lys

Lys

Xaa

Ser

15

Pro

Lys

Asn

Asn

Ala

Lys

Ser Asn

15

Pro

Lys

Azn

Ala

Lys

Leu
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50

55

60

65
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REIVINDICACIONES

1. Un reactivo de unién capaz de unirse especificamente al receptor de quimioquina CCR2 para su uso en el
tratamiento de esclerosis mdltiple, en donde el reactivo de unién esta inmovilizado en un soporte sélido contenido
dentro de una columna de aféresis, a la que se aplica sangre periférica de un paciente separando asi las células que
expresan CCR2 de la sangre periférica del paciente, en donde el reactivo de unién es la quimioquina MCP-1/CCL2.

2. El reactivo de unidn para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde

(i) la esclerosis multiple se selecciona entre esclerosis multiple remitente-recidivante estable y activa, esclerosis
multiple progresiva primaria, progresiva secundaria y recidivante progresiva;

ylo

(i) las células que expresan CCR2 se seleccionan entre monocitos, linfocitos, neutréfilos, macréfagos, eosinéfilos
y basofilos, opcionalmente

en donde:

las células que expresan CCR2 son mocitos y linfocitos, opcionalmente linfocitos T;

ylo

(iii) se selecciona el paciente para su tratamiento sobre la base de la deteccion de un aumento del nivel de
células que expresan CCR2, niveles de expresion de CCR2 y/o niveles de células con una alta expresion de
CCR2 en una muestra obtenida del paciente

ylo

(iv) se aplica a la columna el 20-50 % de la sangre del paciente en un solo tratamiento.

3. Un método de seleccién de un tratamiento adecuado para esclerosis multiple que comprende determinar:

a) los niveles de una o mas de las células que expresan receptor de quimioquina CCR2
b) niveles de expresion de CCR2; y/o
c) niveles de células con alta expresion de CCR2

en una muestra obtenida de una persona, en la que altos niveles de células que expresan CCR2, altos niveles de
expresion de CCR2 o altos niveles de células con alta expresion de CCR2 o mayores niveles de células que
expresan CCR2 en comparacion con el control, mayores niveles de expresion de CCR2 en comparacion con el
control o mayores niveles de células con alta expresion de CCR2 en comparacién con un control tienen como
resultado la seleccidn de un tratamiento tal como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2 para su
uso en el tratamiento de esclerosis multiple.

4. El método de la reivindicacion 3 en el que:

(i) la esclerosis multiple se selecciona entre esclerosis multiple remitente-recidivante estable y activa; y/o
(ii) la muestra es una muestra de sangre periférica o una muestra de licor en las que las células comprenden
linfocitos T que expresan CCR2.

5. El reactivo de union para su uso de la reivindicacion 1, en el que el reactivo de unién es una quimioquina MCP-1
modificada que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta como SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o0 SEQ ID
NO: 3 en las que se han realizado una o mas de las siguientes modificaciones:

a) un resto glutamina en la posicion 1 de SEQ ID NO: 2 ha sido reemplazado por piroglutamina

b) se produce el extremo C como un derivado amida

¢) el resto lisina en la posicion 98 de SEQ ID NO: 1 o la posicion 75 de SEQ ID NO: 2 o la posicién 67 de SEQ ID
NO: 3, que puede estar reemplazado por un aminoacido alternativo adecuado, tal como acido diaminopropidnico
u ornitina, esta biotinilado, opcionalmente a través de un grupo espaciador, para permitir la inmovilizacion de la
guimioquina en un soporte soélido

d) el resto metionina en la posicion 87 de SEQ ID NO: 1 o la posicion 64 de SEQ ID NO: 2 o la posicion 56 de
SEQ ID NO: 3 ha sido reemplazado por norleucina; opcionalmente en donde:

(i) el resto lisina en la posicién 98 de SEQ ID NO: 1 o la posicion 75 de SEQ ID NO: 2 o la posicion 67 de
SEQ ID NO: 3 esta biotinilado a través de un grupo espaciador de polietilen glicol (PEG), para permitir la
inmovilizacion de la quimioquina en un soporte sélido, opcionalmente, en donde el espaciador PEG es acido
3,6-dioxo aminooctanoico;

ylo

(i) la quimioquina MCP-1 modificada tiene la estructura que se muestra en una cualquiera de las Figuras 7
aog;

ylo

(iii) la quimioquina MCP-1 modificada es un agonista 0 un antagonista de la actividad de CCR2.

46
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6. El reactivo de unién para su uso de la reivindicacion 1, en donde el reactivo de unién es una quimioquina CCL2
modificada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 o SEQ ID NO: 8, opcionalmente en

donde:

5 (i) el resto en la posicion 75 esta biotinilado, opcionalmente a través de un grupo espaciador, para permitir la
inmovilizacion de la quimioquina en un soporte soélido, opcionalmente, en donde el grupo espaciador es un grupo
espaciador de polietilen glicol (PEG) y, opcionalmente, en donde el espaciador PEG es acido 3,6-dioxo
aminooctanoico;

ylo
10 (ii) la quimioquina CCL2 modificada es un agonista o un antagonista de la actividad de CCR2.

a7
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MCP-1
40
230
c
2
S 20
o
10
0
102 103 10* 10°
Linfocitos CD4+
FIG. 1a
MCP-1
20 =
o 7
c =
g -
8 102
0=

102 10° 10* 10°
Linfocitos CD8+

FIG. 1b

MCP-1

Recuento

102 1 1-:03' f"l"!dof 105

monocito CD14+

FIG. 1c

48



ES 2 664 836 T3

MCP-1
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FIG. 4
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ulimit -t 30; /usr/molbio/bin/lalign -f-14 -g -4 -K 3 ./wwwtmp/.11134.1.seq
Jwwwtmp/.11134.2.seq > ./wwwtmp/.11134.0out LALIGN finds the best local
alignments between two sequences version 2.1u09 December 2006 Please cite: X.
Huang and W. Miller (1991) Adv. Appl. Math. 12:373-381 alignments < E(
0.05):score: 38 (3 max)

Comparacidén de:
(&) ./wwwtmp/.11134.1.seq MCP1 (humana) 76 pb
- 76 aa
(B) ./wwwtmp/.11134.2.seq MCP-5 (ratén) 82 pb
- 82 aa
uso de archivo de matriz: BL50 (15/-5) ,hueco-abierto/ext:-14/-4 E(limite)
0,05

68,1% identidad en superposicién 72 aa (2-73:2-73) s Puntuacién: 370 E(10000) :
1.6e-31

10 20 30 40 50 60
MCP1 PDAINAPVTCCYNFTNRKISVQRLASYRRITSSKCPKEAVIFKTIVAKEICADPKQKWVQ

MCP-5 PDAVSTPVTCCYNVVKQKIHVRKLKSYRRITSSQCPREAVIFRTILDKEICADPKEKWVK
10 20 30 40 50 60

70
MCP1 DSMDHLDKQTQTPKT

--------

MCP-5 NSINHLDKTSQTFILEPSCLG
70

FIG. 10
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% Linfocitos T que expresan CCR2

% Linfocitos T que expresan CCR6
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