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DESCRIPCION

Estructuras inmunorreguladoras de proteinas que se encuentran normalmente
Campo técnico

La presente invencion se refiere a ciertas secuencias de proteina identificadas en la seroalbimina humana (HAS) para
su uso en el tratamiento de una afeccion inflamatoria.

Antecedentes de la invencion

Aunque los datos indican que el sistema inmunitario tiene la mayor importancia en el control del cancer, los tumores
malignos contintian creciendo y la eficacia de la inmunoterapia es bastante pobre con una tasa de remision objetivo
del 15-30 %. Puede haber varias razones de esta aparente paradoja:

e Los tumores evitan el reconocimiento por el sistema inmunitario no expresando antigenos asociados al tumor
apropiadamente.

e Los antigenos asociados al tumor (a menudo autoantigenos), que son demasiado débiles para dar lugar a una
respuesta inmunitaria adecuada.

¢ Induccion de tolerancia

e Inmunosupresion relativa al cancer, que evita una respuesta inmunitaria adecuada.

Estas alternativas necesitan estrategias terapéuticas completamente diferentes, sea para la estimulacion apropiada
del sistema inmunitario o el control de los mecanismos inmunosupresores relacionados con el cancer.

La inmunosupresion del cancer se caracteriza principalmente por: Disminucion de la capacidad proliferativa y citotdxica
de los linfocitos, en particular los linfocitos que infiliran el tumor, la pobre migracion de las células inflamatorias,
disminucion de la produccion y respuesta a la IL-2, dificultad para dar lugar a una respuesta inmunitaria mediante
vacunacion, también contra otros distintos a los antigenos relacionados con el tumor y la produccién patolégica de
citocinas. Esta mala regulacion del sistema inmunitario da como resultado un control del cancer mediado de manera
inmunitaria débil y del sindrome paraneoplasico (subfiebre, fatiga, anorexia, pérdida de peso y deterioro de los
parametros de laboratorio).

Las estrategias terapéuticas inmunoestimulantes que utilizan citocinas (por ejemplo, interferones, interleucinas) o la
vacunacion, con el objetivo de aumentar la reactividad mediada inmunitariamente contra el tumor, se ha intentado
durante varias décadas, pero hasta ahora solo han tenido un éxito muy limitado. Esto indica que la inmunoestimulacion
con el fin de superar la pobre respuesta inmunitaria en los pacientes con cancer se puede suprimir por otros
mecanismos no identificados hasta ahora.

El documento WO 2004/082617 A2 se refiere a marcadores bioldgicos para la artritis reumatoide (RA). El documento
WO 2004/082617 A2 también desvela los usos de dichos marcadores para diagnosticar y tratar la RA, controlar la
progresion de la enfermedad, evaluar las intervenciones terapéuticas, y explorar farmacos candidatos en un ensayo
clinico o preclinicos.

El documento WO 2006/043891 A desvela un anticuerpo monoclonal A capaz de unirse y bloquear la actividad
inmunosupresora de estructuras relacionadas con la HSA en pacientes de cancer i.a.

Los inventores describieron en dos solicitudes de patente anteriores dos mecanismos inmunorreguladores
fundamentales de relevancia para todos los tipos de tumores malignos. En la primera de estas solicitudes se demostrd
la importancia de la modulacién de receptor de Fc y las maneras para superar esta inmunosupresion relacionada con
el cancer modulando el entrecruzamiento del receptor Fc. En esta solicitud de patente también se demostré que los
fragmentos proteoliticos de proteinas de origen normal inducen la produccion patolégica de monocinas. En la segunda
solicitud de patente se descubrié que estas neo-estructuras se unian/bloqueaban la integrina y su existencia y actividad
inmunorreguladora se analizé adicionalmente utilizando anticuerpos monoclonales dirigidos contra las neo-estructuras
derivadas de la albumina. En la ultima solicitud de patente también se describe la existencia y la importancia de los
autoanticuerpos para estas neo-estructuras.

Sumario de la presente invenciéon

Se describen varias secuencias proteicas, tal como péptidos, fragmentos de péptido, neo-estructuras y/o neo-epitopos,
de una proteina de origen normal en el suero, que se unen a células inmunitarias. Algunas de sus actividades
inmunorreguladoras se desvelan en el presente documento.

Se desvela adicionalmente que se ha identificado la estructura de varios de estos péptidos, fragmentos de péptidos,
neo-estructuras y/o neo-epitopos, que tienen actividad inmunorreguladora mediante la union a receptores de células
inmunitarias.
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En un aspecto, la presente invencién proporciona un fragmento de seroalbumina humana (HSA) que comprende la
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 81 para su uso en el tratamiento de una afeccion inflamatoria, en el que dicho
fragmento de HSA tiene 10-50 aminoacidos de longitud.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos SEQ ID
NO: 80 para su uso en el tratamiento de una afeccién inflamatoria.

En un aspecto adicional, la presente invenciéon proporciona un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos
SEQ ID NO: 81 para su uso en el tratamiento de una afeccion inflamatoria.

En un aspecto adicional mas, la presente invencién proporciona el uso de un fragmento de seroalbimina humana
(HSA) que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 81 para la fabricacién de un medicamento para el
tratamiento de una afeccion inflamatoria, en el que dicho fragmento de HSA tiene 10-50 aminoacidos de longitud.

En un aspecto adicional mas, la presente invencion proporciona el uso de un péptido que consiste en la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 80 para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de una afeccién inflamatoria.

En un aspecto adicional mas, la presente invencion proporciona el uso de un péptido que consiste en la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 81 para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de una afeccién inflamatoria.

Descripcion detallada de la presente invencion

Se desvela una secuencia proteica de unién a una célula inmunitaria de una proteina que existe normalmente en el
suero, tal como un péptido de unién celular aislado, un fragmento peptidico, una neo-estructura y/o un neo-epitopo de
una proteina que existe normalmente en el suero, que esta presente en un tejido humano, en el que dicho péptido,
fragmento peptidico, neo-estructura y/o neo-epitopo tienen actividad inmunorreguladora y dicho péptido, fragmento
peptidico, neo-estructura y/o neo-epitopo son el resultado de un aumento de la actividad proteolitica y/o
desnaturalizacion en un tejido inflamatorio y/o un tumor maligno. Ejemplos especificos de dichas secuencias proteicas
de unién a una célula inmunitaria se seleccionan de entre las secuencias de aminoacidos enumeradas, por ejemplo,
como las SEQ ID NO: 1-81, tal como en particular las secuencias que se corresponden con las SEQ ID NO: 26, 80, y
81.

Se desvela el uso de una secuencia proteica de unién a una célula inmunitaria de una proteina que existe normalmente
en el suero, tal como un péptido de union a una célula aislado, un fragmento peptidico, una neo-estructura y/o un neo-
epitopo, que estan presentes en un tejido humano, en el que dicho péptido, fragmento de péptido, neo-estructura y/o
neo-epitopo tienen una actividad inmunorreguladora y dicho péptido, fragmento de péptido, neo-estructura y/o neo-
epitopo es el resultado de un aumento de la actividad proteolitica y/o desnaturalizacion en un tejido inflamatorio y/o
un tumor maligno, que se seleccionan de entre las secuencias de aminoacidos enumeradas como SEQ ID NO: 1-81,
tal como en particular las seleccionadas de entre las secuencias que se corresponden con SEQ ID NO: 26, 80, y 81.

Se desvela el uso de una secuencia proteica de unién a una célula inmunitaria de una proteina que existe normalmente
en el suero, de acuerdo con la presente invencion, seleccionada de entre las secuencias de aminoacidos enumeradas
como SEQ ID NO: 1-81, tal como en particular las seleccionadas de entre las secuencias que se corresponden con
SEQ ID NO: 26, 80, y 81, para el diagnostico, tratamiento y/o prevencion del cancer en un paciente que necesita la
misma.

Se desvela un anticuerpo monoclonal dirigido contra una secuencia proteica de unién a una célula inmunitaria de una
proteina que existe normalmente en el suero, tal como un péptido de unién a una célula aislado, un fragmento
peptidico, una neo-estructura y/o un neo-epitopo, que estan presentes en un tejido humano, en el que dicho péptido,
fragmento de péptido, neo-estructura y/o neo-epitopo tienen una actividad inmunorreguladora y dicho péptido,
fragmento peptidico, neo-estructura y/o neo-epitopo son el resultado de un aumento de la actividad proteolitica y/o
desnaturalizacion en un tejido inflamatorio y/o un tumor maligno. En una realizacién actualmente preferida, dicho
anticuerpo monoclonal se dirige contra al menos una de las secuencias proteicas correspondientes a una secuencia
seleccionada de entre las secuencias de aminoacidos enumeradas como SEQ ID NO: 1-81, tal como en particular las
seleccionadas de entre las secuencias que se corresponden con SEQ ID NO: 26, 80, y 81.

Se desvela adicionalmente un anticuerpo anti-3028 de conejo, que se ha demostrado en el presente documento, asi
como un anticuerpo policlonal anti-3218 o anti-3315 de conejo que se dirige contra al menos una de las secuencias
proteicas correspondientes a las SEQ ID NO: 26, 80, o 81. Dicho anticuerpo se utiliza normalmente para diferentes
métodos de diagndstico y/o investigacion.

Se desvela en el presente documento un método para el diagnéstico de la presencia de un tumor maligno
determinando la respuesta de un anticuerpo como se ha descrito anteriormente.

Se desvela un compuesto que inhibe la actividad de una secuencia proteica de unién a una célula inmunitaria de una
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proteina que existe normalmente en el suero, tal como un péptido de unién a una célula aislado, un fragmento
peptidico, una neo-estructura y/o un neo-epitopo, que estan presentes en un tejido humano, en el que dicho péptido,
fragmento de péptido, neo-estructura y/o neo-epitopo tienen una actividad inmunorreguladora y dicho péptido,
fragmento peptidico, neo-estructura y/o neo-epitopo son el resultado de un aumento de la actividad proteolitica y/o
desnaturalizacion en un tejido inflamatorio y/o un tumor maligno.

Se desvela adicionalmente un método para el tratamiento de cualquier tumor maligno administrando un compuesto
que inhibe la existencia de una secuencia proteica de unién a una célula inmunitaria de una proteina que se encuentra
normalmente en el suero, tal como un péptido de unién celular aislado, un fragmento peptidico, una neo-estructura y/o
un neo-epitopo, de acuerdo con la presente invencion, en el que dicho péptido, fragmento peptidico, neo-estructura
y/o neo-epitopo tienen una actividad inmunorreguladora y son el resultado de un cancer o tumor maligno.

Se desvela un anticuerpo que se genera contra dicho péptido de union celular, fragmento peptidico, neo-estructura
y/o neo-epitopo para la administracién en una cantidad suficiente para dar lugar a una respuesta inmunitaria contra
cualquier tumor maligno.

Se desvela adicionalmente un método para el tratamiento de un tumor maligno inhibiendo la actividad de dicho péptido
inmunorregulador, fragmento peptidico, neo-estructura y/o neo-epitopo utilizando principios farmacoldgicos
convencionales de desarrollo de farmacos que producen farmacos bloqueantes de receptor o farmacos que inhiben la
transduccion de la sefial de los receptores de dicho péptido, fragmento peptidico, neo-estructura y/o neo-epitopo.

Se desvela en el presente documento por primera vez que una secuencia proteica de unién a una célula inmunitaria
de una proteina que se encuentra normalmente en el suero, de acuerdo con la presente invencion, tal como un péptido
de unién celular aislado, fragmento peptidico, neo-estructura y/o neo-epitopo, que es el resultado de un aumento de
la actividad proteolitica y/o la desnaturalizacion en un tejido inflamatorio y/o un tumor maligno, tienen una actividad
inmunorreguladora inhibidora, es decir, que sea un inmunoinhibidor fisiolégico. Se desvela adicionalmente el uso de
un péptido de uniodn celular aislado, un fragmento peptidico, neo-estructura y/o neo-epitopo de una proteina que se
encuentra normalmente en el suero, de acuerdo con la presente invencion, para la inmunorregulacion no solo del
cancer, sino también de afecciones inflamatorias y/o dependientes de la interleucina-2 y/o enfermedades tales como
la psoriasis, linfoma de células T, rechazo de aloinjerto, GVH, lesidon por isquemia-reperfusion, enfermedades
inflamatorias crénicas y/o enfermedades autoinmunitarias.

En una realizacion, el fragmento de seroalbimina humana (HSA) para su uso como se define en las reivindicaciones
es para su uso en el tratamiento de una afeccion inflamatoria seleccionada de entre el grupo que consiste en psoriasis,
rechazo de aloinjerto, enfermedad del injerto contra el huésped (GVH), lesién de isquemia-reperfusion, una
enfermedad inflamatoria crénica, y una enfermedad autoinmunitaria.

Se desvela adicionalmente un método para el tratamiento de afecciones y/o enfermedades inflamatorias y/o
dependientes de la interleucina-2 administrando una cantidad terapéuticamente eficaz del péptido inmunosupresor,
fragmento peptidico, neo-estructura y/o neo-epitopo de una proteina que se encuentra normalmente en el suero, de
acuerdo con la presente divulgacion. Se desvela en el presente documento una secuencia proteica, tal como un
péptido, fragmento peptidico, neo-estructura y/o neo-epitopo de seroalbumina normal que tiene un primer acido
glutamico a una distancia de 3 a 7 aminoacidos desde cualquier lisina presente en dicha secuencia, preferentemente
4 a 6 aminoacidos desde cualquier lisina presente en dicha secuencia, mas preferentemente 5 a 6 aminoacidos desde
cualquier lisina presente en dicha secuencia, y que tiene una actividad inmunorreguladora.

Preferentemente, dicha secuencia desvelada contiene un acido glutamico adicional a una distancia de desde 2 a 3
aminoacidos desde dicho primer acido glutamico.

Preferentemente, el péptido, fragmento peptidico, neo-estructura y/o neo-epitopo de seroalbdimina normal desvelados
en el presente documento tienen una secuencia peptidica seleccionada de entre las secuencias de aminoacido
enumeradas como SEQ ID NO: 1-81.

En una realizacion, dicha secuencia contiene adicionalmente un aminoacido acido a una distancia de -12+1
aminoacidos desde el primer acido glutamico, y a una distancia de +3+1 aminoacidos desde la lisina.

Se desvela adicionalmente un anticuerpo monoclonal dirigido contra una o mas secuencias proteicas, tal como un
péptido, fragmento peptidico, neo-estructura y/o neo-epitopo de seroalbumina normal que tiene un primer acido
glutamico a una distancia de 3 a 7 aminoacidos desde cualquier lisina presente en dicha secuencia, preferentemente
4 a 6 aminoacidos desde cualquier lisina presente en dicha secuencia, mas preferentemente 5 a 6 aminoacidos desde
cualquier lisina presente en dicha secuencia, y que tiene una actividad inmunorreguladora.

El anticuerpo desvelado puede dirigirse contra un péptido, fragmento peptidico, neo-estructura y/o neo-epitopo de
seroalbumina normal correspondientes con una o mas secuencias peptidicas seleccionadas de entre las secuencias
de aminoacido enumeradas como SEQ ID NO: 1-81. Se desvela un método para el diagndstico de la presencia
opcional de un cancer o tumor maligno inmunosupresor, determinando la presencia de un péptido, fragmento
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peptidico, neo-estructura y/o neo epitopo de seroalbimina humana normal que tienen un primer acido glutamico a una
distancia de 3 a 7 aminoacidos desde cualquier lisina presente en dicho péptido, fragmento peptidico, neo-estructura
y/o neo-epitopo, preferentemente 4 a 6 aminoacidos desde cualquier lisina presente en dicho péptido, fragmento
peptidico, neo-estructura y/o neo-epitopo, mas preferentemente 5 a 6 aminoacidos desde cualquier lisina presente en
dicho péptido, fragmento peptidico, neo-estructura y/o neo-epitopo, y tienen actividad inmunorreguladora, como se
muestra en uno o0 mas ensayos inmunitarios convencionales / ensayos convencionales sobre la funcion inmunitaria,
tal como la produccién de citocinas, proliferacion de linfocitos, bloqueo de la unién del anticuerpo anti-integrina a su
receptor.

Las secuencias actualmente preferidas de un péptido, fragmento peptidico, neo-estructura y/o neo-epitopo
desveladas en el presente documento se enumeran de la siguiente manera:

EENFK SEQID NO: 1
EDHVK SEQID NO: 2
ENCDK SEQID NO: 3
ETFLK SEQID NO: 4
ERAFK SEQID NO: 5
ECCEK SEQID NO: 6
ECYAK SEQID NO: 7
ERQIK SEQID NO: 8
EKCCK SEQID NO: 9
EEGKK SEQ ID NO: 10
EETFLK SEQ ID NO: 11
ETFLKK SEQ ID NO: 12
ETTLEK SEQID NO: 13
ETYVPK SEQ ID NO: 14
ERQIKK SEQID NO: 15
ELVKHK SEQ ID NO: 16
EVAHRFK SEQ ID NO: 17
EVTEFAK SEQID NO: 18
ECFLQHK SEQID NO: 19
EETFLKK SEQ ID NO: 20
ELLFFAK SEQ ID NO: 21
ELRDEGK SEQ ID NO: 22
EFAEVSK SEQ ID NO: 23
EKPLLEK SEQ ID NO: 24
ESKDVCK SEQID NO: 25
EPQNLIK SEQ ID NO: 26
EQLGEYK SEQ ID NO: 27
EKERQIK SEQID NO: 28
ESAENCDK SEQ ID NO: 29
EMADCCAK SEQ ID NO: 30
ECCQAADK SEQ ID NO: 31
EGKASSAK SEQ ID NO: 32
EEPQNLIK SEQ ID NO: 33
EVSRNLGK SEQ ID NO: 34
EKERQIKK SEQID NO: 35
ELVKHKPK SEQ ID NO: 36
ENQDSISSK SEQ ID NO: 37
EKCCKADDK SEQ ID NO: 38
ETCFAEEGK SEQ ID NO: 39
KDLGE SEQ ID NO: 40
KLVNE SEQ ID NO: 41
KQEPE SEQ ID NO: 42
KYLYE SEQ ID NO: 43
KVHTE SEQ ID NO: 44
KYICE SEQID NO: 45
KECCE SEQ ID NO: 46
KPLLE SEQ ID NO: 47
KNYAE SEQID NO: 48
KVFDE SEQ ID NO: 49
KPLVE SEQ ID NO: 50
KQNCE SEQ ID NO: 51
KCCTE SEQ ID NO: 52



10

15

20

25

30

35

ES 2747363 T3

(continuacion)

KATKE SEQ ID NO: 53
KDLGEE SEQ ID NO: 54
KKYLYE SEQ ID NO: 55
KAAFTE SEQ ID NO: 56
KAEFAE SEQ ID NO: 57
KPLVEE SEQ ID NO: 58
KEFNAE SEQ ID NO: 59
KADDKE SEQ ID NO: 60

KTCVADE SEQ ID NO: 61
KLKECCE SEQ ID NO: 62
KSHCIAE SEQ ID NO: 63
KCCKHPE SEQ ID NO: 64
KRMPCAE SEQ ID NO: 65
KQTALVE SEQ ID NO: 66
KPKATKE SEQ ID NO: 67
KETCFAE SEQ ID NO: 68
KLVNEVTE SEQ ID NO: 69
KQEPERNE SEQID NO: 70
KLDELRDE SEQ ID NO: 71
KTYETTLE SEQID NO: 72
KQNCELFE SEQID NO: 73
KKQTALVE SEQ ID NO: 74
KETCFAEE SEQID NO: 75
KRYKAAFTE SEQID NO: 76
KDVCKNYAE SEQID NO: 77
KHKPKATKE SEQID NO: 78
EKDDAKCCK SEQID NO: 79

VFDEFKPLVEEPQNLIK SEQ ID NO: 80

VFDEFKPLVE SEQ ID NO: 81

A continuacién, el término "tejido" como se utiliza en el presente documento significara la sangre completa, suero,
plasma, fluido linfatico, saliva, orina, heces, liquido ascitico, derrame pleural, pus, asi como cualquier tejido,
incluyendo, musculo, grasa, y tejido conjuntivo, incluyendo células inflamatorias.

En el presente contexto, la expresion "secuencia proteica" se utiliza para describir una o mas proteinas, polipéptidos,
péptidos, fragmentos peptidicos, neo-estructuras y/o neo-epitopos que se generan como resultado de la fragmentacion
proteolitica, desnaturalizaciéon y/o cambios conformacionales de una proteina que se encuentra normalmente en el
suero. Como entiende facilmente un experto en la técnica, un cambio conformacional de una proteina por supuesto
no dara lugar necesariamente siempre a su fragmentacion, sino que también puede resultar simplemente en la
formacion y/o presentacion de una nueva estructura y/o epitopo. En el presente contexto se desvelan varias nuevas
estructuras y/o epitopos que siguen unidas y presentados por la proteina original que se encuentra normalmente en
el suero.

Un fragmento de una proteina que se encuentra normalmente en el suero se define en el presente contexto como que
incluyen fragmentos de proteinas, polipéptidos y/o péptidos, sin referencia a una longitud especifica de dicha
secuencia proteica.

En el presente contexto, "desnaturalizacion” significa cualquier cambio de la estructura de una proteina a partir de la
estructura normal, natural, tal como, por ejemplo, debido a estrés oxidativo.

Las proteinas son macromoléculas biolégicas constituidas por restos de aminoacido unidos por enlaces peptidicos.
Las proteinas, como polimeros lineales de aminoacidos, también se llaman polipéptidos. Normalmente, las proteinas
tienen de 50-800 restos de aminoacido y por tanto tienen pesos moleculares en el intervalo de desde aproximadamente
6.000 a aproximadamente varios cientos de miles de Daltons o mas. Las proteinas pequefias se llaman péptidos,
oligopéptidos o polipéptidos. En el contexto de la presente invencion, un "péptido" o "fragmento peptidico" para su uso
de acuerdo con la presente invencion, se refiere a un polipéptido que puede tener, aunque no se limita a, 5-50
aminoacidos de longitud, tal como 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 47, 48, 49 o 50 aminoacidos.
Dichos péptidos pueden ser también mas largos de 50 aminoacidos.

Se desvelan en el presente documento secuencias de aminoacidos que son al menos un 70 % idénticas, tal como las
que son al menos un 72 %, 75 %, 77 %, 80 %, 82 %, 85 %, 87 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 0 99 % idénticas a la secuencia de aminoacidos de un péptido y/o fragmento peptidico de una secuencia como
se enumera en SEQ ID NO: 1-81.

Por un péptido, fragmento peptidico, neo-estructura y/o neo-epitopo que tiene una secuencia de aminoacidos al
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menos, por ejemplo, un 95 % idéntica a una secuencia de aminoacidos de referencia se entiende que la secuencia de
aminoacidos de por ejemplo el péptido es idéntica a la secuencia de referencia, excepto en que la secuencia de
aminoacidos puede incluir hasta 5 mutaciones puntuales por cada 100 aminoacidos de la secuencia de aminoacidos
de referencia. En otras palabras, para obtener un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos al menos un 95 %
idéntica a una secuencia de aminoacidos de referencia: hasta un 5 % de los aminoacidos de la secuencia de referencia
pueden eliminarse o sustituirse con otro aminoacido, o se pueden insertar en la secuencia de referencia varios
aminoacidos hasta el 5 % del total de aminoacidos de la secuencia de referencia. Estas mutaciones de la secuencia
de referencia pueden producirse en posiciones del extremo carboxilo y/o amino de la secuencia de aminoacidos de
referencia o en cualquiera entre esas posiciones terminales, intercaladas individualmente entre los aminoacidos de la
secuencia de referencia o en uno o mas grupos contiguos dentro de la secuencia de referencia.

En el contexto de la presente invencion, lo que se ajusta mas adecuadamente es un programa de algoritmo local para
determinar la identidad. Los programas de algoritmo local (tal como el de Smith Waterman) comparan una
subsecuencia en una secuencia con una subsecuencia en una segunda secuencia y encuentra la combinacion de
subsecuencias y el alineamiento de esas subsecuencias que da lugar a la mayor puntuacion de similitud total. Los
huecos internos, si se permiten, estan penalizados. Los algoritmos locales trabajan bien para comparar dos proteinas
multidominio, que tienen un dominio Unico o solo un sitio de unién en comun.

Los métodos para determinar la identidad y similitud se codifican en programas disponibles publicamente. Los métodos
de programas de computadora preferidos para determinar la identidad y similitud entre dos secuencias incluyen, pero
no se limitan al paquete de programas GCG (Devereux, J et al (1994)) BLASTP, BLASTN, and FASTA (Altschul, S.F.
et al (1990)). El programa BLASTX esta disponible publicamente en el NCBI y otras fuentes (BLAST Manual, Altschul,
S.F. et al, Altschul S.F. et al (1990)). Cada programa de analisis de secuencia tiene una matriz de valoraciéon por
defecto y penalizaciones de huecos por defecto. En general, un bidlogo molecular esperaria utilizar los ajustes por
defecto establecidos por el programa de software que se utilice.

Resultados

Mapeo con espectrometria de masas del epitopo de un anticuerpo monoclonal de ratén especifico para seroalbumina
humana desnaturalizada (dHSA)

Dos anticuerpos monoclonales dirigidos contra la HSA desnaturalizada demostraron tener una actividad
inmunomoduladora. La estructura del epitopo de uno de estos mAb se investigd adicionalmente.

Se utilizaron dos estrategias similares para el mapeo del epitopo con una espectrometria de masas de
desorcion/ionizacion laser asistida por matriz con tiempo de vuelo (MALDI-TOF ms)

con el fin de definir el sitio o sitios posibles de la seroalbumina humana en el que se une un anticuerpo monoclonal de
ratén especifico de la albumina desnaturalizada. Una estrategia aprovecha el hecho de que los péptidos tripticos a los
que se une el anticuerpo no generaran espectros de masas caracteristicos en MALDI ya que se ocultan del analisis
(3). Otra estrategia aprovecha el hecho de que los sitios en la proteina en los que el anticuerpo se ha unido estan
protegidos de la protedlisis (1, 2).

Unién de péptidos generados por tripsinizacion de dHSA por el anticuerpo monoclonal A (mAb A)

La seroalbumina humana purificada (HSA) se desnaturalizé con urea, se redujo con DTT y se alquilé6 como se ha
descrito (4). La HSA desnaturalizada se sometié entonces a un tratamiento con tripsina a baja concentracion (0,02-2
ng/ml) de tripsina. Sin embargo, los espectros obtenidos con MALDI no eran satisfactorios ya que las masas de péptido
tipicas para la albumina no se encontraban. Basandose en electroforesis en gel, se descubrié que esta preparacion
(digerida con 0,02 ng/ml de tripsina) contenia cantidades sustanciales de albumina sin digerir. Por lo tanto, se continué
con la digestion con tripsina, a una concentracion mas alta (5 pg/ml) con el fin de obtener los espectros de masas
utilizados habitualmente para la identificacion de proteinas por MALDI.

Se incubd algo de la solucidn de albumina ahora completamente escindida con el mAb A. Se llevé a cabo la MALDI-
TOF ms y se compararon los espectros obtenidos de la albumina desnaturalizada tratada con la enzima en presencia
y ausencia del mAb A. Catorce de las albuminas que se sometieron a la espectrometria de masas estaban ausentes
o disminuyeron después de la incubacion con el mAb A (Tabla 1 A, Columna D). La secuencia de aminoacidos de
estos péptidos se muestra en la Tabla 1B. Los espectros representan multiples areas que engloban los restos 66 a
508 de la molécula de albumina.
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Tabla 1 A. Restos peptidicos de HSA unidos al mAb A. Columna C: Area del pico de péptidos antes de la
adsorcién con el mAb A. Columna D: Area del pico de péptidos antes de la adsorcién con el mAb A.
Columna E: Area del pico de péptidos cuando la digestion de la dHSA estaba protegida por la union al mAb

A
A B C D E
Area del pico antes de Area del pico despues | 4 ., g pico de trips,
. . de la incub. con el L .
MH+ (m/z) |Resto la incubacion con el - albumina+anticuerpo.
. anticuerpo. 5
anticuerpo. 2 espectros 6 espectros
espectros
1149,67 [066-075 1970, 4092 0,0,0,0,0, 0,0,00,0,0,
1017,59 [089-097 1695, 5089 0,0,0,0,0, 0,0,00,0,0,
933,56 098-105 1862, 4869 0,0,132,0,0 0,0,00,0,0,
1434,65 [106-117 809,1010 0,0,0,0,0, 0,0,00,0,0,
448, 895, 216, 724,
927,55 162-168 6036, 13066 504, 118, 473, 281, 288 2346, 1571
1074,63 [206-214 3064, 7917 0,0,0,0,0 0,0,0,0,0,0
1443,74 [287-298 583, 1394 0,0,0,0,0, 0,0,53,0,0,0,
1546,91 299-310 2283, 4675 0,0,0,0,0, 0,0,00,0,0,
0,0, 51,0, 407 (1312),
1311,84 [362-372 1036, 1482 0,0,0,0,0, 226 (1312)
1552,71 384-396 2186, 3327 0,0,0,0,0, 0,0,00,0,0,
0,0,0,0,0,212
1657,87 (414-426 2519, 2978 0,0,0,0,0, (1656.64)
591, 1284, 199, 1015,
960,62 427-434 15276, 32846 267, 315, 931, 494, 309 2063, 1998
1138,56  |500-508 1360, 4659 0,0,0,0,0, ?1' 125’5)’ 0,0,0,204
1342,72 [570-581 2720, 3758 0,0,0,0,0 0,0,0,0,0,0
Tabla 1B. Secuencia de aminoacidos de los restos peptidicos de HSA unidos al mAb A.
MH+(m/z) Resto Secuencia
1149,67 066-075 LVNEVTEFAK
1017,59 089-097 SLHTLFGDK
933,56 098-105 LCTVATLR
1434,65 106-117 ETYGEMADCCAK
927,55 162-168 YLYEIAR
1074,63 206-214 LDELRDEGK
1443,74 287-298 YICENQDSISSK
1546,91 299-310 LKECCEKPLLEK
1311,84 362-372 HPDYSVVLLLR
1552,71 384-396 CCAAADPHECYAK
1657,87 414-426 QNCELFEQLGEYK
960,62 427-434 FQNALLVR
1138,56 500-508 CCTESLVNR
1342,72 570-581 AVMDDFAAFVEK

Con el fin de confirmar estos resultados, se permitié que el anticuerpo monoclonal mAb A se uniera a la albumina
desnaturalizada (previamente digerida con tripsina a una concentracion de 0,02 ng/ml) con el fin de proteger las
secuencias peptidicas del epitopo. El complejo se traté entonces de nuevo con tripsina. Se llevé a cabo entonces la
MALDI-TOF ms y se compararon los espectros de masas generados de la albumina con los espectros generados de
la albumina desnaturalizada tratada con tripsina en ausencia de anticuerpo. Los mismos catorce espectros de masas
de los 39 espectros de masas de albumina desaparecian completamente o estaban reducidos significativamente en
la muestra cuando estaba presente el mAb durante el tratamiento con tripsina (Tabla 1 A, Columna E). Se tomaron
multiples lecturas para verificar los resultados.

No se pudieron identificar importantes fragmentos peptidicos debido a la posibilidad de que el epitopo de union al mAb
de la albumina se hubieran escindido por la tripsina, dando como resultado a fragmentos del epitopo con una afinidad
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de union demasiado baja para unirse al mAb. Por lo tanto, también se utilizé un método alternativo. Se repitié el mapeo
del epitopo por MALDI del mAb A basandose en la protecciéon de la protedlisis por el mAb. Esta vez se utilizé una
estrategia ligeramente diferente. Se incubd la HSA desnaturalizada con el mAb A. La albumina no unida por el
anticuerpo se retiré de la muestra mediante exclusion por tamafio en un ultrafiltrador. Los mAb libres resultantes y los
complejos de mAb-albumina se digirieron entonces con tripsina (las secuencias de la molécula de albumina a las que
se unia el mAb deberian resistir la digestion con tripsina). Los fragmentos pequefios de mAb escindidos y la albumina
no protegida se retiraron entonces de la muestra mediante ultrafiliracion (30 kD). Los complejos de mAb y los
fragmentos de albumina unidos se disociaron mediante disminucién del pH a 2,7. De nuevo, se llevé a cabo una
ultrafiltracion a 30 kD para separar los mAb completos de los fragmentos de albumina menores de 30 kD. El analisis
MALDI-TOF de estos fragmentos no identificaba los espectros tipicos de la albumina. Razonablemente, debido a que
los fragmentos que contienen el epitopo de mAb A seguian siendo demasiado grandes. Este filtrado (< 30 kD) se
digirié adicionalmente con tripsina (para la escision de los sitios previamente protegidos por el mAb) con el fin de
generar masas peptidicas adecuadas para el analisis por MALDI-TOF ms.

Después de este segundo tratamiento con tripsina, ocho de los 32 espectros de masas detectados por MALDI TOF
ms coincidian con la albumina (Tabla 2). Por lo tanto, estas secuencias de aminoacidos identificadas ahora
comprenden una parte del epitopo, que también contiene secuencias del otro lado del punto de escisién de la tripsina.

Tabla 2. Péptidos de albumina generados por tripsinizacion de fragmentos mas grandes eluidos del mAb A.

Peso Resto de albumina |Area del pico Secuencia de la base de datos
875,49 243-249 481 LSQRFPK

927 ,47* 162-168 1035 YLYEIAR

933,51* 98-105 744 LCTVATLR

940,41 131-138 534 DDNPNLPR

960,55* 427-434 1345 FQNALLVR

1074,52* 206-214 644 LDELRDEGK

1138,47* 500-508 119 CCTESLVNR

1149,53 (1149,61)* 66-75 1918 LVNEVTEFAK

Seis de las ocho masas peptidicas (marcadas con * en la Tabla 2) eran masas peptidicas que también desaparecian
cuando se analizaron previamente cuando la albumina escindida completamente se incubaba con el mAb A antes del
analisis MALDI-TOF (Tablas 1Ay B).

El epitopo de este anticuerpo se establecié de esta manera. Es importante sefialar que muchas de dichas estructuras
estan presentes en la molécula de albumina, que pueden producir entonces un entrecruzamiento de los receptores a
los que se unen. Un estudio previo de la antigenicidad de la albumina, basado en 13 anticuerpos monoclonales
diferentes, ha demostrado que existe una reactividad intramolecular entre diferentes dominios en la albumina humana
(5), por lo tanto, se puede esperar que haya multiples sitios de epitopo en el mAb A o la albdmina.

Basandose en estos resultados consistentes, se encontrd un patrédn comun. Se encontré un acido glutamico a una
distancia de 5 o 6 aminoacidos de la lisina, tanto en las secuencias identificadas mediante MALDI-TOF como en la
secuencia adyacente a la secuencia peptidica identificada por esta técnica (que estan en el otro lado del punto de
escision de la tripsina, en K (lisina), (Tabla 3)). Es interesante sefialar que en 4 de estas secuencias se encontraba un
acido glutamico adicional a una distancia de 2 o 3 aminoacidos del primer resto de acido glutamico. Estos restos de
acido glutamico adicionales pueden tener importancia en la afinidad o la transduccion de la sefial de estos péptidos.
La actividad biologica de estos péptidos también puede estar influenciada por la existencia de aminoacidos acidos a
una distancia de 12+1 aminoacidos (posicion -12) del primer resto de acido glutamico E (en la estructura E5K) y a una
distancia de 3+1 aminoacidos (posicion +3) del resto de lisina K (en la estructura E5K). Debido a la longitud de los dos
aminoacidos importantes, el acido glutamico (E) y la lisina (K), en el epitopo del mAb A, la distancia exacta fijada entre
estos aminoacidos no es necesaria para la actividad inmunorreguladora de estos fragmentos. Por lo tanto, la secuencia
de E3-7K puede tener una actividad inmunorreguladora similar a la de la secuencia E5K (Tabla 4A y B).

Tabla 3. Secuencias peptidicas que rodean las estructuras E5K y E6K seleccionadas para la sintesis de
péptidos para el ensayo de la actividad inmunolégica. Se incluye un péptido con la estructura E6K en la tabla
(secuencia 2).

. Resto
Secuencia 1 062-078 |P HIVIKILIV I~ [EIV [T |E | |A KT [C |V [A
Masa MH+ (m/z) 1149,67 LIV INI|E IV [T |E [ |AIK
Motivo E5K E |V I|r |[E | [A|K
Péptido sintetizado |2604 KILIVIN|[E|V |T |E [ |A|K|T
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. Resto
Secuencia 2 103-124 TI|Y |G |E [M [A|D
Masa MH+ 1434,65 Tlv|c|eE|M]|A|D
(m/z)
Motivo E5K E (M |A|D
Péptido 2607 E|mI|A|D
sintetizado

. Resto
Secuencia 3 151-171 E |E |T|F (L |[K [K
Masa MH+ (m/z) |927,55
Motivo E5K E [E|T|F|L |K|K
Péptido 2605 E|E|T|FI|L|K|K
sintetizado

. Resto
Secuencia 4 202-219 KL [b |[e [L [R[D [E
Mass MH+ (m/z) 1074,63 L|lol|e|L|[R|D]I|E
Motivo E5K e |IL|R [D|E
Péptido sintetizado | 2606 KL [o |[e [L [R [D [E

. Resto
Secuencia 5 414-437 L|r|E |a |L |G [E

Masa MH+ (m/z) (960,62

Motivo E5K ElalL|c |E
Péptido
sintetizado 2608 L|F|E|a|L |G |E

Se sintetizaron cinco de estos péptidos (Tabla 3) y se ha investigado sus funciones inmunorreguladoras. Basandose
en estos estudios se postuld6 que ambas secuencias peptidicas estimulante e inhibidora estan presentes en la

seroalbumina.

Conclusion- mapeo de epitopo por MALDI-TOF MS

El epitopo del mAb A se ha identificado como la estructura E5-6K

La estructura biolégicamente relevante es por tanto E3-7K, posiblemente con restos de aminoacido acidos en las
posiciones -12 y +3. En conjunto, estos resultados indican que el mAb A se puede unir a multiples regiones de la
molécula de albumina. Aunque los experimentos se llevaron a cabo con albumina desnaturalizada, estos epitopos
probablemente no son sitios generados por la combinacién de restos cuando la molécula esta plegada.

Actividad de unién de péptidos E5K de la unién del mAb A a la dHSA

10
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Con el fin de ensayar la especificidad de los péptidos sintetizados, se ensayaron en un ELISA en el que se analizé la
inhibicién de la unién del mAb A a placas revestidas con dHSA. Una alta unién del anticuerpo a la placa es por tanto
consistente con una actividad no inhibidora y esta unién se reduce cuando se afiade una sustancia inhibidora al
sistema. Como se muestra en la Fig. 1, cuatro de los cinco péptidos presentaban una inhibicion dependiente de la
dosis del anticuerpo contra las placas revestidas de dHSA, confirmando que contienen una estructura que reacciona
con el anticuerpo.

Expresion del epitopo E5K en células tumorales - correlacion con la supervivencia

Se habia demostrado previamente, utilizando la tinciéon inmunohistoquimica con mAb A, que el epitopo/estructura de
E5K se expresa mediante varios tipos de células cancerosas (documento WO 06/043891). Una serie de 20 biopsias
de pacientes con melanoma se tifieron utilizando esta técnica y se valoré la intensidad de tincion desde + a +++
utilizando un microscopio 6ptico. Se observé una variacion de intensidad de tincion considerable. Basandose en las
areas tefiidas mas intensamente de las secciones se clasificaron los pacientes desde altos a bajos expresadores de
E5K. El numero de pacientes se dividié entonces en dos grupos iguales de altos y bajos expresadores, y se analizd
una posible diferencia de supervivencia entre estos grupos de acuerdo con los anadlisis de Kaplan-Meier y rango
logaritmico. Como se muestra en la Fig. 2 se encontré una gran diferencia estadisticamente significativa para los altos
y bajos expresadores. Actividad inmunomoduladora de los péptidos E5K.

Efecto de los péptidos sobre la proliferacion de PBMC inducida por PHA

Se ensayo el efecto de dos péptidos de albumina, 2605 y 2608, sobre la proliferacion de PBMC inducida por PHA de
una control sano y dos pacientes de cancer. Como se muestra en la Figura 3A y B, el patron de respuesta es bastante
diferente entre los individuos, presumiblemente debido al grado de estimulaciéon inmunitaria de las PBMC in vivo y
posiblemente debido también a la existencia de autoanticuerpos de las neo-estructuras representadas por los péptidos.
La importancia del grado de estimulacion inmunitaria se demuestra comparando el efecto de los péptidos cuando se
estimulan las PBMC con 5 o 10 pg/ml de PHA (comparese La Fig. 3 Ay B). Ademas de sus diferencias interindividuales,
también se descubrié un patron de respuesta bifasica, por ejemplo, utilizando el péptido 2605 con las PBMC de K92,
la menor concentracién era inhibidora, la concentracion media era estimuladora y de nuevo a la concentracion mas
alta, se inhibia la respuesta proliferativa. También es interesante sefialar que se descubrié una actividad estimuladora
clara con la concentracion mas baja de ambos péptidos en el paciente P46. También hay algunas diferencias en la
actividad de los dos péptidos ensayados especialmente cuando se estimulan las PBMC con PHA a una concentracion
de 5 pg/ml. Cuando se utilizaba una concentracién de PHA de 10 pyg/ml la actividad de los dos péptidos era similar. El
modelo de cultivo con el grado meno de estimulacidon menor es por supuesto mas sensible a la variacion en la
estructura de union del receptor. Este ejemplo, demuestra asi que una vez que se ha demostrado una secuencia
peptidica biolégicamente activa, los cambios en la secuencia de aminoacidos puede modular su actividad biolégica.

Para analizar adicionalmente las diferencias interindividuales en el efecto de estos péptidos, se analizaron las PBMC
de 5 controles sanos y 4 pacientes (Fig. 4). Se utiliz6 PHA a una concentracion de 5 pg/ml y los péptidos a una
concentracion de 10 pyg/ml. De nuevo se demostré una clara diferencia entre los individuos. El péptido 2605 tenia un
efecto inhibidor o estimulador en un control de cada y un paciente de cada. El péptido 2608 tenia un efecto estimulador
en 1/4 de los controles mientras que 3/4 de los pacientes se estimulaban.

Efecto de la dHSA sobre la proliferacion de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) inducida por PHA EI
efecto de la dHSA sobre la proliferacion de PBMC inducida por PHA en controles sanos y en pacientes de cancer es
bastante variable (Fig. 5). De nuevo esto puede ser debido al grado de estimulacion de las PBMC in vivo y
posiblemente a la presencia de autoanticuerpos contra la dHSA. La adicion de dHSA a estos cultivos puede dar como
resultado tanto la estimulacién como la inhibicién de la tasa de proliferacion, pero frecuentemente da como resultado
la estimulacion de la tasa proliferativa. Es extraordinario que un control no respondiera para nada y que esta persona
no respondiera tampoco a una concentracion mas alta de PHA. En un paciente (P41) la adicién de dHSA inhibia la
proliferacion, especialmente a una concentracion de PHA de 10 ug/ml. La variacion en la respuesta entre los pacientes
demuestra la necesidad del diagndstico del estado inmunitario individual de los pacientes de cancer.

Efecto de los péptidos sobre la proliferacién de PBMC inducida por PHA modulada por dHSA

A continuacion, se analizé el efecto de los péptidos 2605 y 2608, sobre la proliferacion inducida por PHA aumentada
por dHSA. Como se muestra en la Figura 6 A y B la adicion de dHSA a una concentracion de 8 pg/ml aumentaba
significativamente la tasa proliferativa de las PBMC estimuladas por PHA en dos controles sanos diferentes. A
concentraciones menores de dHSA, la actividad estimuladora decaia. De manera interesante, la adicion de los
péptidos a una concentracion de 10 pg/ml inhibia significativamente la actividad estimuladora de las dos
concentraciones de dHSA mas altas, mientras que a concentraciones mas bajas los péptidos, por el contrario,
estimulaban la tasa proliferativa. Por lo tanto, el efecto estimulador de la dHSA a 8oug/ml se inhibia mediante la adicion
de los péptidos, pero la misma concentracion de péptidos estimulaba la tasa proliferativa a una concentracion menor
de dHSA. Razonablemente, el entrecruzamiento del receptor de E5K estaba implicado en la actividad estimuladora de
la dHSA ya que la union monomérica de los péptidos a este receptor inhibe el efecto estimulador de la dHSA. La
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misma concentracion de los péptidos tiene entonces una actividad bastante diferente en presencia de diferentes
concentraciones de dHSA, a 0,8 pg/ml sigue habiendo una actividad ligeramente inhibidora mientras que a
concentraciones menores de dHSA la tasa proliferativa aumenta significativamente. Una explicacion razonable para
esto es que la actividad estimuladora de los péptidos se bloquea por una neo-estructura inhibidora de albumina a la
concentracion de 8 pg/ml de dHSA.

Efecto de los péptidos sobre la producciéon de monocinas por las PBMC

El efecto de los péptidos de albumina, 2604-2608 sobre la produccion de IL-6 inducida por LPS se muestra en la Figura
7 A-C. De nuevo se observaron diferencias considerables interindividuales en la actividad de los péptidos. Analizando
las PBMC de un control sano, el péptido 2604 era estimulador a la concentracién mas baja, mientras que los péptidos
2606 y 2608 a esta concentracion eran inhibidores (Fig. 7A). La actividad también variaba entre los dos pacientes de
melanoma, pero en uno de estos pacientes todos los péptidos tenian actividad estimuladora (Fig. 7C).

Por lo tanto, los cinco péptidos tienen actividad inmunomoduladora, pero el efecto varia dependiendo del estado
inmunitario del individuo investigado.

Efecto de los péptidos de albimina sobre la tincién inmunohistoquimica de las PBMC utilizando un anticuerpo anti-
integrina

La importancia inmunobiolégica de la secuencia de aminoacidos de la albumina se estudié adicionalmente analizando
su influencia sobre la unién de un anticuerpo monoclonal a la integrina P2 LFA-1 (CD11) sobre las células inmunitarias
(Fig. 8 A-F). Esta molécula se escogio para estos experimentos, ya que se sabe que la union de ciertos mAb a esta
molécula podia modular/inhibir seriamente funciones del sistema inmunitario. Se ha demostrado que el anticuerpo
particular escogido para estos experimentos inhibe la union de LFA-1 a ICAM-1, AND, ICAM-3.

Las preparaciones en cytospin de las células mononucleares de la sangre de controles sanos, pacientes de cancery
lineas celulares monociticas, THP-1, se prepararon (como se describe en materiales y métodos), se secaron y se
secaron a-70 °C. En la tincién inmunocitoldgica, se bloqued la tincion inespecifica mediante la incubacién con un 10 %
de suero AB humano. Algunos de los portaobjetos se preincubaron durante 60 minutos con péptidos de albumina a
una concentracion de 40 pg/ml, al que se afiadia un 10 % de suero AB, como se indica en las Figuras 8 A-F. El
procedimiento de tincién se continué entonces como se describe en los materiales y métodos. La intensidad de la
tincion de los portaobjetos tefiidos con y sin preincubacion con los péptidos se registré semicuantitativamente
utilizando un microscopio éptico convencional.

Como se muestra en las Figuras 8 A-F, se puede inhibir la unién del mAb al LFA-1 mediante la preincubacion con los
péptidos. Como se ha mencionado en otras secciones del presente documento, el estado inmunitario del donante de
las células sanguineas puede tener influencia en el resultado de los analisis inmunoldgicos. En consecuencia, la tincion
de las PBMC de algunos donantes parece que no esta influenciada por la preincubacion con los péptidos en algunos
casos con una baja tincién inicial incluso se observé un aumento de la tincion. La unién del mAb al LFA-1 en la linea
celular monocitica THP-1 estaba claramente aumentada por la preincubacion con el péptido 2606 (Fig. 8 A, B). Estos
resultados claramente muestran que la estructura de E5K interactia con la integrina p2 de una manera, que tiene
importancia para la funcion del sistema inmunitario.

Unién de los péptidos generados por tripsinizacion de la dHSA por los receptores de superficie celular

Basandose en la observacion de que las secuencias de péptido inmunorreguladoras estan presentes en la
seroalbumina, existe la posibilidad de que otras secuencias distintas al epitopo del mAb tengan una funcién
inmunorreguladora. Por lo tanto, se prepard una superficie celular artificial (ACS) como se describe en materiales y
métodos. La mezcla de péptidos obtenida después de la tripsinizacion se adsorbié por la ACS y se identificé la union
de los péptidos comparando las soluciones de péptidos adsorbidos y no adsorbidos utilizado una técnica MALDI TOF
ms. Estos péptidos se muestran en la Tabla 5 A.

Tabla 5 A. Péptidos generados por degradacion con tripsina de dHSA y grado de adsorcion de los
receptores de ACS. Los aminoacidos entre paréntesis muestran el punto de escision de la proteasa y no
estan incluidos en las masas identificadas.

Péptidos adsorbidos en ACS Péptidos E5K sintetizados

Por ciento Péptido

de Secuencia Inicio-Fin P Secuencia Inicio-Fin
. E5K

adsorbidos

0,71 (K)KYLYEIAR (R) 161-168 2605 NEETFLKKYLYE 153-168

0,64 (K)KVPQVSTPTLVEVSR (N) 438-452

0,60 (K)VFDEFKPLVEEPQNLIK (Q) 397-413
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(continuacion)

Péptidos adsorbidos en ACS Péptidos E5K sintetizados

Por ciento . . |péptido . o
de Secuencia Inicio-Fin Secuencia Inicio-Fin
adsorbidos ESK

0,59 (K)VPQVSTPTLVEVSR (N) 439-452

0,42 (R)RPCFSALEVDETYVPK (E) 509-524

0,41 (K)FQNALLVR (Y) 427-434

0,36 (K)SLHTLFGDK (L) 89-97

0,36 (K)LKECCEKPLLEK(S) 299-310

0,35 (K)LCTVATLR (E) 98-105

0,34 (K)YLYEIAR (R) 162-168 2605 NEETFLKKYLYE 153-168
0,32 (K)CCAAADPHECYAK (V) 384-396

0,29 (K)AAFTECCQAADK (A) 187198

0,26 (K)CCTESLVNR (R) 500-508

0,26 (KYQEPERNECFLQHK (D) 118-130 2607 EMADCCAKQEPE [110-122
0,23 (K AVMDDFAAFVEK (C) 570-581

0,22 (RINECFLQHK (D) 123-130

0,20 (KYQNCELFEQLGEYK (F) 414-426 2608 ELFEQLGEYKF 417-427
0,18 (KYQEPERNECFLQHK (D) 118-130 2607 EMADCCAKQEPE |110-122
0,13 (K)VHTECCHGDLLECADDR (A) |265-281

0,08 (R)JFKDLGEENFK(A) 35-44

0,03 (K)YICENQDSISSK(L) 287-298

0,02 (K)LDELRDEGK (A) 206-214 2606 KLDELRDEGKAS 205-217
0,01 (K)DDNPNLPR(L) 131-138

-0,02 (K)LVNEVTEFAK(T) 66-75 2604 KLVNEVTEFAKT 65-76
-0,08 (R)EETYGEMADCCAK (Q) 106-117

-0,37 (R)YKAAFTECCQAADK (A) 185-198

Basandose en su grado de unién y su relacion espacial con las estructuras E5K de la albumina, se seleccionaron
cuatro nuevos péptidos para sintetizarse e investigarse en cuanto a su actividad inmunorreguladora (Tabla 5 B).
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Actividad inmunomoduladora de péptidos generados por tripsina

Efecto de los péptidos sobre la proliferacion de PBMC inducida por PHA modulada por dHSA Dos de los péptidos en
la nueva serie 3026 y 3028, se ensayaron y compararon con el péptido 2605 en el analisis en cuanto a su efecto sobre
la proliferacién estimulada por PHA modulada por dHSA (Fig. 9). La proliferaciéon de PBMC inducida por PHA de dos
controles sanos se estimularon adicionalmente mediante dHSA. Como se muestra en la Figura 9 todos los péptidos
inhibian la actividad estimuladora de la dHSA. También, en este experimento, el grado de estimulacion de las PBMC
tiene un impacto sobre los resultados.

Efecto de los péptidos sobre la proliferacion de PBMC inducida por interleucina-2

Los péptidos de esta nueva serie, 3026-3029, también se ensayaron en cuanto a su efecto sobre la proliferacion
inducida por IL-2. Como se muestra en la Figura 10 A, 3/4 péptidos, 3026, 3027 y 3029, no tenian una actividad
estadisticamente significativa. Por el contrario, el péptido 3028 era altamente inhibidor (p = 0,005). Es interesante
sefalar que este efecto inhibidor se invertia completamente mediante la modulacién del entrecruzamiento con el
receptor de Fc (Figura 10 B) de manera similar a la situacién previamente descrita para la inmunosupresion relacionada
con IL-2 en el carcinoma de células renales (documento WO 03/099312 A1).

Efecto de la nueva serie de péptidos sobre la produccién de monocinas por las PBMC

El efecto de la nueva serie de péptidos presentaba una diferencia considerable en su efecto incluso entre individuos
de control sanos (Figura 11). El péptido 3026 no tenia cierto efecto en uno de los controles (PBMC 2), pero tenia un
efecto bifasico claro en el otro (PBMC 1). En el ultimo caso, se estimuld la produccion de IL-6 con las tres
concentraciones mas altas y se inhibia claramente a la concentracion mas baja. El péptido 3027 era ligeramente
estimulador en uno de los controles y tenia un efecto inhibidor en el otro. Se encontraron resultados similares como el
péptido 3028. El péptido 3029 tenia un efecto ligeramente estimulador solo en uno de los controles, a las dos
concentraciones mas altas. Es interesante sefialar que todos los péptidos excepto el 3029 tenian un efecto
inmunomodulador con una concentracion tan baja como de 10 ng/ml. Por lo tanto, todos los péptidos tenian un efecto
en al menos uno de los controles analizados.

De manera similar al efecto de la nueva serie de péptidos sobre las PBMC de los controles sanos, también las PBMC
de los pacientes de cancer presentaban diferencias interindividuales considerables (Figura 12). Los péptidos 3026 y
3027 tenian un efecto estimulador en el paciente de carcinoma de células renales y ademas el péptido 3027 también
estimulaba uno de los pacientes de melanoma. Los otros dos péptidos, 3028 y 3029, esencialmente no tenian efectos
en estos ensayos. Al contrario que en la situacion de los controles, no se veian efectos inhibidores.

Unién de los péptidos generados por degradacion de asparaginasa de la dHSA por los receptores de supefficie celular

La secuencia peptidica completa de la albumina no se recuperé utilizando la técnica MALDI-TOF después de la
degradacion con tripsina. Ademas, algunas secuencias con la capacidad para unirse a los receptores de superficie
celulares de las células inmunitarias podian haberse degradado por el tratamiento con tripsina. Por lo tanto, se utilizé
el mismo procedimiento experimental que se ha descrito anteriormente para una mezcla peptidica obtenida por la
degradacion utilizando asparaginasa. Los péptidos unidos a los ACS resultantes se muestran en la Tabla 6 Ay B.

Ademas de los péptidos generados por la degradacion con tripsina, se encontraron otros seis péptidos con un peso
molecular de 700 - 3600 Da que se adsorbian eficazmente (> 65 %) por las estructuras de superficie celular en la
columna ACS (Tabla 6A).

Tabla 6 A. DHSA-ASP adsorbida en ACS

Por ciento

adsorbido |Secuencia Inicio-Fin
1,00 DHVKLVN EVTEFAKTCVA 62-79

1,00 DDKETCFAEEGKKLVAASQAALGL 586-609
0,87 DRVTKCCTESLVNRRPCFSALEV 495-517
0,86 DETYVPKEFNAETFTHA 518-535
0,65 DSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVEN 293-319 15
0,65 DKLCTVATLRETYGEM 96-112

15



10

15

20

25

30

35

ES 2747363 T3

Se descubrid que siete péptidos de un peso molecular entre 3200 y 9000 Da se adsorbian completamente por la ACS
y uno de los péptidos de este grupo se unia al 37 %. En este andlisis otros 9 péptidos no eran adsorbidos por la ACS.

Tabla 6 B. DHSA-ASP adsorbida en ACS

Por ciento

adsorbido |Secuencia Inicio-Fin
1,00 YSVVLL LRLAKTYETT LEKCCAAADP HECYAKVF 364-398
1,00 KLCT VATLRETYGE MA DCCAKQEP ERNECFLQHK 96-130
1,00 ICTLSEKERQIKKQ TALVELVKHK PKATKEQLKA VM 536-572
1,00 LAKYICE NQDSISSKLK ECCEKPLLEK SHCIAEVEN 283-319
1,00 VF LGMFLYEYAR RHPDYSVVLL LRLAKTYETT LEKCCAAA 348-388
1,00 LGE ENFKALVLIA FAQYLQQCPF EDHVKLVNEV TEFAKTCVA 37-79
1,00 RVTKC CTESLVNRRP CFSALEV DET YVPKEFNAET FTFHA 495-535
0,37 YLSWLNQLCVLHEK TPVS DRVTKC CTESLVNRRP CFSALEV 475-517

Dos péptidos de este grupo no se unian y se obtenian resultados contradictorios para uno de los péptidos
(SISSKLKECCEKPLLEK SHCIAEVEN DEMPA) con respecto a la adsorcion por la ACS.

Por lo tanto, el tratamiento con asparaginasa genera secuencias peptidicas diferentes a las generadas por la tripsina,
que se unen eficazmente a estructuras de superficie celular de las células inmunitarias. Basandose en los resultados
descritos anteriormente estas estructuras seran las que mas probablemente tengan actividad inmunomoduladora.

Existencia de fragmentos de unién a la ACS de IgG en pacientes con cancer

Con el fin de identificar adicionalmente la existencia de estructuras de unioén a células inmunitarias, se preparé plasma
sanguineo, y se llevo a cabo una cromatografia de afinidad como se ha descrito anteriormente. Las sustancias unidas
por la columna de ACS se eluyeron, fraccionaron con una electroforesis en gel 2D y se identificaron utilizando la
técnica MALDI-TOF. Como se esperaba, se identificaron las areas correspondientes a la albimina y las
inmunoglobulinas en el gel 2D. Ademas, también se identificaron otras sustancias de union a las células inmunitarias
(Fig. 13). La unién de algunas variedades de albumina, presumiblemente de albumina dafiada que tenia cambios
conformacionales, a las células inmunitarias se habia descrito previamente por varios grupos. Las nuevas estructuras
de unidn a células inmunitarias que se encontraron en esta investigacion se resumen en la Tabla 7.

Tabla 7. Proteinas identificadas por MALDI-TOF ms.

1. |Region variable de la cadena pesada de IgA Reg. n°: 3004672
2. |Regiones de unién y variable de cadena pesada de inmunoglobulina [Reg. n° 2198477
3 Cadglna pesada de inmunoglobulina Reg. n° 1669777
Region V de cadena pesada de Ig (clon LUNMO3) Reg. n°: 484974
4. |Proteina 2 que contiene el dominio SERTA (TRIP-Br2) Reg. n°: Q14140
5. |Region variable de cadena pesada de inmunoglobulina Reg. n°: 42632530

Por lo tanto, ademas de la seroalbdmina, hay también otras proteinas de origen natural que son sustratos para la
generacion de fragmentos inmunorreguladores.

Por lo tanto, se puede concluir y se demuestra claramente en la presente solicitud de patente que secuencias de
proteinas de origen natural tal como la seroalbumina e IgG se unen a los receptores de superficie celular de células
inmunitarias y tienen actividad inmunorreguladora. Se han identificado secuencias tanto estimuladoras como
inhibidoras. Ademas, se descubrié que el entrecruzamiento de receptores de células inmunitarias era un mecanismo
por el que la funcién de estas células puede modularse.

Modelo humano ex vivo para la evaluacion de la inmunosupresion en pacientes con cancer
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La IL-2 tiene una importancia fundamental en el inicio y estimulacién de la respuesta inmunitaria y la actividad de esta
citocina a menudo esta inhibida en la inmunosupresion relacionada con el cancer. Por lo tanto, se construyd un modelo
humano ex vivo para la inmunosupresion en pacientes con cancer (Fig. 14 y 15) para la evaluacion de péptidos
inmunorreguladores posiblemente inhibidores.

Se demostrd que la respuesta a IL-2 en este modelo se correlacionaba con la supervivencia total de los pacientes (Fig.
15). La inmunosupresion en este modelo humano ex vivo esta mediada por factores del suero, ya que se inhibe
significativamente la capacidad proliferativa de las PBMC de los controles sanos si estas células se cultivan con suero
de pacientes con cancer en el medio (Fig. 16).

Identificacion de péptidos inmunorreguladores adicionales

Se utilizaron las columnas de superficie celular artificial (ACS) con el fin de identificar secuencias peptidicas de la
albumina sérica que se unan a la superficie de células inmunitarias. Después de la biotinilacion, se descubrié que
dichos receptores se unian a perlas de estreptavidina. Los péptidos que se unen a dichas columnas se identificaron
tras la elucion mediante la técnica MALDI-TOF. Basandose en estos resultados y su relacion con péptidos de albumina
identificados previamente, se sintetizaron cinco péptidos. Su actividad inmunorreguladora se ensayd primariamente
sobre la respuesta a la IL-2.

El efecto de los diferentes péptidos sobre la proliferacion inducida por IL-2 se analizé en el modelo humano ex vivo. El
péptido 3028 inhibe regularmente la proliferacion inducida por IL-2 pero ninguno de los otros péptidos identificados
por su unién a la superficie celular artificial tenia actividad inhibidora (Fig. 17). Como la parte del extremo C del péptido
3028 contiene una estructura inmunorreguladora, E5K, previamente identificada, el efecto de los cinco péptidos que
contenian esta estructura también se ensay6 sobre la proliferacion inducida por IL-2, pero estos solo demostraron
ninguna o una minima actividad inhibidora.

La actividad inhibidora del péptido 3028 sobre la proliferacion inducida por IL-2 también se puede demostrar en cultivos
con PBMC de pacientes con cancer, incluso si la respuesta a la IL-2 ya se habia suprimido (Fig. 18). Como la
inmunosupresioén en el cancer se caracteriza por una pobre respuesta a la IL-2, la inhibicién de la actividad de esta
neo-estructura de albumina en los pacientes con cancer tiene una gran capacidad para superar la inmunosupresion
relacionada con el cancer. Este péptido inhibe uno de los mecanismos fundamentales en el inicio y regulacion positiva
de una respuesta inmunitaria, por lo tanto, sera mas probable que sea mas util en la regulaciéon negativa de la
reactividad inmunitaria en enfermedades inflamatorias crénicas y autoinmunitarias.

Caracterizacion adicional del efecto del péptido 3028 sobre la proliferacién inducida por IL

Como se habia descubierto previamente que ciertas neo-estructuras de albumina tienen actividad inmunomoduladora
y la parte del extremo C del péptido 3028 tenia una estructura similar, se sintetizaron las partes del extremo C y el
extremo N del péptido 3028 y se analizaron por separado y en combinacion. Obviamente, la actividad inhibidora de
las dos partes del péptido 3028 es mucho mas débil (Fig. 19).

Caracterizacioén de un antisuero de conejo y anticuerpos de conejo purificados por afinidad dirigidos contra el péptido
3028

El antisuero de conejo dirigido contra el péptido 3028 de albumina se une a dHSA y en menor extension a la kHSA.
Se ensayaron dos antisueros, R y L, de dos conejos diferentes. Estos anticuerpos del suero se unen preferentemente
al fragmento 3325 pero no al 3218 de 3028. También se obtenian resultados similares con los anticuerpos purificados
por afinidad (véase la figura 21).

Efecto inmunomodulador de los anticuerpos de conejo purificados por afinidad dirigidos contra el péptido 3028

Como se muestra en la Figura 22, la inhibicién de la respuesta proliferativa a la IL-2 estaba superada en los pacientes
con cancer inmunosuprimidos (Fig. 22A) y en los controles normales con regulacion negativa de la reactividad
inmunitaria (Fig. 22 B) que tienen una tasa proliferativa de menos de 100000 dpm en el modelo humano ex vivo. Los
anticuerpos anti-3028 no tenian efecto cuando la tasa proliferativa esta en el intervalo normal.

La IgG policlonal de conejo se afiadio a los cultivos de control con el fin de estar seguros de que el efecto de los
anticuerpos purificados por afinidad no era debido a una actividad inespecifica de la IgG de conejo en este modelo.
La IgG de conejo solo tenia una actividad minima. La especificidad de los anticuerpos anti-3028 se demostro
adicionalmente ya que el efecto estimulador de estos anticuerpos se neutralizaba mediante una pequefia cantidad de
péptido 3028 que no tenia actividad inhibidora per se. Ademas, la adsorcion del suero inhibidor mediante un gel al que
se unian los anticuerpos anti-3028 reducia la actividad inhibidora de dicho suero.

De manera similar que los resultados en el modelo ex vivo autélogo, la actividad inmunosupresora de los sueros de

personas con una baja respuesta proliferativa a IL-2 se superaba por la adiciéon de los anticuerpos anti-3028 a los
cultivos.
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Unién de anticuerpos anti-3028 en / Expresion del epitopo 3028 en / tumores malignos

Las estructuras a las que se unian los anticuerpos anti-3028 se expresan ampliamente en los tumores malignos
humanos, por ejemplo, en melanoma maligno, carcinoma de células renales y cancer colorrectal (véase la figura 23).

El receptor del péptido 3028:
Unién del 3028 a LFA-1

De manera similar a los resultados descritos anteriormente para los sueros de los pacientes de cancer y los péptidos
inmunorreguladores identificados previamente el péptido 3028 tiene la capacidad de modular la unién del anticuerpo
LFA-1 (HI 111) al LFA-1 de las células mononucleares sanguineas. Tanto la inhibicién (Fig. 24) como el aumento de
la union se habian demostrado, dependiendo razonablemente de la estructura del LFA-1 (en forma activada o
inactivada) cuando se prepararon las preparaciones cytospin de las células. También. Se ha demostrado que las
partes del extremo C y N de este péptido tenian alguna actividad inhibidora (Fig. 24).

De acuerdo con estos resultados y el efecto del péptido 3028 sobre la proliferacion inducida por IL-2, es interesante
sefialar que el anticuerpo anti-LFA1 utilizado en estos experimentos es un potente inhibidor de la proliferacién inducida
por IL-2. Resultados similares se habian publicado previamente por Vyth-Dreese et al. (1993).

Unién de 3028 a la cadena a (CD25) del receptor de IL-2

Como el péptido 3028 inhibe significativamente la respuesta proliferativa a IL-2, se compard la secuencia de
aminoacidos de este péptido a la de la IL-2 y se encontraron ciertas similitudes en el sitio de unién del receptor de IL-
2 (Tabla 8).

Tabla 8. Homologias en la secuencia de aminoacidos del péptido de albumina 3028 y un segmento de la
interleucina-2 humana, que participa en la interaccién entre la interleucina-2 con el receptor alfa de la
interleucina-2 (CD25).

Péptido 3028: \Y F D E F K P L \Y E E P Q N L I K
IL-2 humana: E L K P L E E
(a.a. 61-72)

Basandose en esta observacion, se estudié el efecto del péptido 3028 sobre la unién de IL-2 a CD25. La proteina de
fusién de CD25 y la parte Fc de la IgG se unieron en microplacas revestidas de proteina G /placas de ELISA y se
incubaron las placas con IL-2 biotinilada con o sin la presencia del péptido 3028. Sorprendentemente, la unién de la
IL-2 al CD25 aumentaba con el péptido 3028, indicando una interaccion de tres partes entre IL-2, CD25y 3028. Incluso
si la union de la IL-2 al CD25 aumentaba el ensamblaje apropiado del receptor de alta afinidad y/o la transduccién de
la sefial se bloquean ya que el péptido 3028 es un potente inhibidor de la proliferacion inducida por IL-2 (véase
anteriormente).

A continuacién, se demostré utilizando un modelo molecular asistido por computadora que el péptido 3028 se une a
CD25 en el sitio de unién de IL-2 (Fig. 25). Se puede concluir, por tanto, que el péptido 3028 tiene una capacidad
inmunorreguladora dual uniéndose tanto a LFA-1 como al receptor de la IL-2.

Péptido 3028, estructura inmunosupresora 6ptima:
El péptido inhibidor fisiolégico

Basandose en los resultados descritos anteriormente (diferencia entre la actividad antiproliferativa de los péptidos
3216 y 3325, especificidad de la afinidad de los anticuerpos purificados dirigidos contra el péptido 3325 y no al péptido
3218, la actividad inmunomoduladora de estos anticuerpos, y el efecto de estos péptidos sobre la unién del mAb anti-
LFA-1 contra las células inmunitarias) se puede concluir que ninguno de los péptidos menores, 3218 o 3325 son tan
eficaces como el péptido completo 3028 (Fig. 26). Sin embargo, ambos péptidos inhiben la unién del mAb HI 111 al
LFA-1. Una explicaciéon razonable a esto es que ambos péptidos menores contribuyen a la actividad completa del
efecto inhibidor del péptido 3028. Por lo tanto, es légico extender el péptido 3325 con los aminoacidos del extremo N
del péptido 3218. Como la extension del extremo C del péptido 3325 es una lisina seria interesante producir péptidos
mas largos con el fin de ensayar la posibilidad de que péptidos mas largos sean incluso mas eficaces que el péptido
3028.

Con el fin de mantener la naturaleza fisioldgica de este péptido inhibidor, las Unicas modificaciones relevantes de su
estructura son cambiar su longitud como se ha expuesto anteriormente.
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Este programa clarificara de esta manera la estructura optima del péptido 3028 que se va a utilizar como farmaco
inmunosupresor para el tratamiento de afecciones patoldgicas/enfermedades dependientes/relacionadas con la IL-2
tales como enfermedades malignas de células T, rechazo de injertos o trasplantes de 6rganos, enfermedad del injerto
contra el huésped (GVH), enfermedades inflamatorias crénicas tales como psoriasis y algunas enfermedades
autoinmunitarias. La racional para el uso terapéutico del péptido inmunoinhibidor 3028 en estas condiciones se
demuestra por la actividad terapéutica de los anticuerpos monoclonales dirigidos contra CD25 (el receptor Tac).

Tabla 9
3028
3325 3218
PHECYAK|VFDEFKPLVE EPQNUK QNCCELFEQ
Alguna actividad antiproliferativa Alguna actividad antiproliferativa
Union débil a LFA-1 Union débil a LFA-1
Se une a anticuerpos purificados por afinidad No se unea anticuerpos purificados
por afinidad

Comentarios sobre el presente mecanismo inmunorregulador

Como la inmunosupresioén del cancer se caracteriza por una pobre respuesta a la inhibicién de IL-2 de la actividad de
esta neo-estructura de albumina en los pacientes de cancer tiene una gran capacidad para superar la inmunosupresion
relacionada con el cancer. Este péptido inhibe uno de los mecanismos fundamentales en el inicio y regulacién positiva
de una respuesta inmunitaria, por lo tanto, sera mas probable que sea mas util en la regulaciéon negativa de la
reactividad inmunitaria en enfermedades inflamatorias crénicas y autoinmunitarias.

La estructura 3028 inmunorreguladora descrita en la presente solicitud se genera por un mecanismo fisioldgico
presente en la inflamacion y el cancer. Las estrategias terapéuticas basadas en estas dianas seran por lo tanto
aplicables en general.

Basandose en los datos actuales el mecanismo de accién es especifico de la especie y por tanto no son aplicables
los modelos analogos en animales. La prueba del concepto se obtiene en un modelo humano ex vivo en el que los
resultados se correlacionan con la supervivencia total en pacientes con cancer.

Anticuerpos especificos para el péptido 3028 de albumina para su uso terapéutico

Los anticuerpos, de longitud completa o fragmentos, con especificidad para 3028, asi como para cualquiera de los
fragmentos desvelados en la SEQ ID NO: 1-81, preferentemente deberian ser humanizados o completamente
humanos para las aplicaciones terapéuticas. Dichos anticuerpos se pueden producir utilizando varias de las
tecnologias establecidas.

Para humanizar un anticuerpo monoclonal animal (por ejemplo, de ratén), se utilizan estrategias recombinantes para
injertar las regiones determinantes de complementariedad (CDR) desde el ADNc de inmunoglobulina de un animal
derivado de hibridoma en las regiones correspondientes de una ADNc de inmunoglobulina humana coincidente. El
anticuerpo recombinante resultante se puede expresar entonces y producirse en varios organismos, por ejemplo,
bacterias o lineas celulares de mamifero.

Los anticuerpos completamente humanos se pueden obtener primariamente mediante tres estrategias diferentes; 1)
por rescate de los anticuerpos de origen natural a partir de donantes inmunitarios humanos mediante una
transformacion con virus de Epstein Barr (EBV) de células B o mediante PCR de clonacion y fago de presentacion. 2)
inmunizando y produciendo hibridomas a partir de ratones transgénicos, que se han creado con un repertorio de
secuencias genéticas de la linea germinal humana. 3) explorando bibliotecas de fagos sintéticos que contienen genes
de la region variable (V) de un anticuerpo humano y seleccionando las regiones V de unién al antigeno mediante fagos
de presentacion. El anticuerpo seleccionado se clona entonces.

Hay ahora multiples compafias comerciales que desarrollan anticuerpos humanos contra una proteina/péptido
definido por encargo. Ademas, se desarrollan rapidamente nuevas moléculas "tipo anticuerpos" (por ejemplo,
anticalinas, afilina, aficuerpos) y se producen como potenciales candidatos a farmacos. (Para una revision, véase, por
ejemplo: Peterson NC. Advances in monoclonal antibody technology: Genetic engineering of mice, cells and
immunoglobulins. ILAR Journal, 2005, 46:314-9.)

Efecto de los péptidos de albumina sobre la actividad citotoxica citolitica natural (NK) de donantes de sangre
sanos

Resultados
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Se ensayo la actividad citotoxica NK de las células mononucleares de la sangre de cuatro donantes sanos. Como se
ve en la figura XX la presencia del péptido 3028 y, en un menor grado, el péptido 3026 reducian el porcentaje de lisis
especifica de células diana K562 por los cuatro donantes. No se veia inhibicién en presencia del péptido 3027, sin
embargo.

Materiales y métodos
Preparacion de seroalbumina humana desnaturalizada (dHSA)

Se desnaturalizé una solucién en infusion de seroalbumina humana (HSA) (Pharmacia, Uppsala, Suecia) y se reduje
resuspendiéndola a una concentracion final de 10 mg/ml en 8 M de urea y 10 mM de ditiotreitol (ambos de Sigma
Chemical Co, St. Louis, MO) en 50 mM de Tris-HCI (pH 7,9) durante 2 h a 25 °C. La HSA se alquil6é entonces mediante
la adicion de 60 mM de yodoacetamida (Sigma) y se incub6 adicionalmente durante 2 h a 25 °C en oscuridad. La
soluciéon de HSA se diluyé a una concentracion de 100 pg/ml con solucion salina tampén de fosfato (PBS, Gibco BRL
y se dializé extensamente contra el PBS utilizando entubado de dialisis Spectrapore 4 con un corte de pm de 12000
(Spectrum Europe, Breda, Paises Bajos). Se prepardé una HSA de control en paralelo incubando la HSA a 10 mg/ml
en Tris-HCI (pH 7,9) seguido por la dialisis. Antes de su uso en los experimentos de cultivo tisular la dHSA se filtr6 a
través de un filtro de jeringa de 0,22 Dm (Millipore Co, MA, USA). La dHSA se almaceno a 4 °C o se sec6 por
congelacion a -20 °C.

Escisién enzimatica de dHSA con una dosis baja de tripsina

Se llevo a cabo un intercambio de tampoén a 25 mM de NH4HCOs3, pH 8, en la HSA desnaturalizada con filtracién en
gel Sephadex-G25 (PD-10, columnas de desalacion, Amersham Biosciences Europe, Uppsala, Suecia). Se determind
el intercambio proteico con un ensayo proteico Bio-Rad basado en el procedimiento de unién al colorante de Bradford
siguiendo las recomendaciones del fabricante (Bio-Rad Laboratories AB, Sundbyberg, Suecia). Se afadid tripsina
modificada de calidad de secuenciacion (Promega, Madison, concentracion tras el tampdn WI) a una concentracion
final de 2, 0,2 0 0,02 ng/ml a la HSA desnaturalizada (49 ug/ml). De manera alternativa, como control, se afiadi6 una
cantidad equivalente de tampon de dilucion de tripsina (50 mM de mM C;H403). La mezcla se incubd a 37 °C durante
18 horas. La actividad de la tripsina se detuvo por pasaje de la muestra sobre una columna de inhibidor de tripsina de
soja entre cruzada con agarosa activada CNBr (Sigma).

Escisién enzimatica completa de dHSA con tripsina a altas dosis seguido por la incubacion con mAb para el mapeo
de epitopos

Se secaron por congelacion ocho pg de dHSA tratada con tripsina a dosis bajas y se disolvié entonces en 16 [1 de
tripsina modificada de calidad de secuenciacion (a 5 ug/ml) (Promega) y se incubaron a 37 °C durante 18 horas. Una
parte (10 pl) de los péptidos tripticos digeridos se hicieron reaccionar con el anticuerpo monoclonal (mAb A) a una
concentracion final de 0,2 mg/ml durante 2 horas a temperatura ambiente. Las muestras se almacenaron a 4 °C durante
una noche y después se analizaron mediante MALDI-TOF MS (véase posteriormente).

Incubacién de dHSA con el mAb seguido por la escisién completa con tripsina para el mapeo del epitopo

Se incubd la HSA tratada con tripsina a bajas dosis, desnaturalizada (8 ug) en 25 mM de NHsHCOs3, pH 8, con 8 pg
del anticuerpo monoclonal (mAb A) o con PBS de control durante 2 horas a 4 °C. También se incubd en paralelo un
control por separado que consistia en 8 pug de anticuerpo monoclonal en 25 mM de NH4sHCO3 solo. Las muestras se
removieron brevemente durante 10 min. Las muestras se secaron inmediatamente después durante una noche en un
concentrador al vacio SpeedVac (Savant, Farmingdale, NY). Las muestras se disolvieron entonces en 16 pl de tripsina
modificada de calidad de secuenciacion a 5 pg/ml (Promega) y se incubaron a 37 °C durante 18 horas. Las muestras
se almacenaron a 4 °C durante una noche y después se analizaron mediante MALDI-TOF MS (véase posteriormente).

Incubacién de dHSA con el mAb seguido por escision enzimatica con tripsina con ultrafiltracion en condiciones acidas
para el mapeo del epitopo

La HSA desnaturalizada (80 pg) se incubd con el mAb A (10 ug) en PBS durante 18 h a temperatura ambiente. Para
retirar la dHSA libre, la mezcla de reaccion dHSA-mAb se centrifugd durante 5 min a 3000 rpm en un ultrafiltrador
Amicon Ultra-15 con un corte de peso molecular de 100.000 Da (Millipore Co., Billerica, MA). El retenido se diluy6 en
25 mM de NH4HCO3 y se centrifugd de nuevo como se ha descrito anteriormente. El retenido se transfirié a un tubo
de microcentrifuga Eppendorf en 0,4 ml de NH:HCO3 25 mM y se afiadieron 0,4 ug de tripsina modificada de calidad
de secuenciacion (Promega). Se llevo a cabo la digestion a 37 °C durante una noche con agitacion suave. La tripsina
y los fragmentos de albumina libres (no unidos al anticuerpo) se retiraron mediante ultrafiltracién en un filiro Amicon
Ultra-4 (corte de pm de 30.000 Da, Millipore Co.) durante 5 min a 3000 rpm. Esto se repitio tres veces. El retenido se
transfirié a un nuevo ultra filtro donde se disocié el mAb A de su unién con la albumina mediante la adiciéon de 600 ul
de glicina-HCI 0,1 M, pH 2,7 durante 30 min a temperatura ambiente tras lo cual se centrifugé el ultra filtro durante 10
min a 3000 rpm. El filtrado se transfirié6 a un tubo de microcentrifuga estéril y se neutralizé con Tris-HCI, pH 9. La
muestra se secd inmediatamente durante una noche en un concentrador al vacio SpeedVac. Las muestras se
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disolvieron entonces en 16 pl de tripsina modificada (a 5 pg/ml) (Promega) y se incubaron a 37 °C durante 18 horas.
Se utilizaron puntas de pipeta Zip Tip (Millipore) que contenian medio de cromatografia ds para la desalacion antes
de analizar la muestra por MALDI-TOF ms (véase posteriormente).

Espectrometria de masas por MALDI-TOF

Se mezclé 1 pl de cada muestra de la digestion triptica con 1 yl de una solucién saturada de acido a-ciano-4-
hidroxicinamico (0,02 mg/ml) en un 70 % de acetonitrilo/0,3 % de acido trifluoroacético. 1 pl de esa muestra se
distribuyd puntualmente sobre una placa diana de acero inoxidable y se analizé utilizando la MALDI-TOF ms (Voyager-
DE PRO, Applied Biosystems, CA, US) equipado con un laser N2 de 337 nm. Las busquedas en la base de datos
correspondientes con la seroalbumina humana en los espectros resultantes se llevaron a cabo en el NCBI o SwissProt
con el MS-Fit como motor de busqueda.

Péptidos de albumina

Todos los péptidos de albumina sintéticos que se utilizaron en el presente documento se prepararon a medida en
CSBio Co, Menlo Park, CA. Los péptidos eran > 95 % puros como se confirmo por HPLC. Los péptidos se mantuvieron
secados por congelacion a menos 20 °C. Los péptidos se reconstituyeron en H,O estéril (Sigma) para su uso en un
ELISA o en RPMI 1640 (GIBCO) para su uso en los experimentos de cultivo celular. Los péptidos se esterilizaron por
filtracion a través de un filtro de jeringa de 0,22 ym (Millipore Co) antes de su uso en experimentos de cultivo celular.

ELISA anti-dHSA, co-incubacion de mAb A anti dHSA con los péptidos de albimina sintéticos Se revistieron por
duplicado los pocillos de placas de microtitulacion unidos a Hi (Costar 2592, Corning Inc., NY, USA) con 100 pl de
dHSA diluida en PBS a 4,5 ug/ml y se incubaron a temperatura ambiente durante una noche. Los pocillos se lavaron
entonces con tampdn de lavado que consistia en un 0,05 % de Tween-20 en PBS (Sigma) seguido por bloqueo durante
1 h a 25 °C con 200 pl de gelatina al 0,5 % preparada a partir de piel bovina (Sigma) en PBS seguido por lavado en
tampon de lavado. Se preincubd el anticuerpo monoclonal mAb A, diluido en el diluyente del reactivo de ELISA
(gelatina al 0,01 % y un 0,05 % de Tween-20 en 20 mM de solucion salina tampon Tris (TBS Sigma)) a 4 pg/ml durante
1 h a temperatura ambiente con las concentraciones indicadas de péptido. Se afiadieron entonces 100 ul del
anticuerpo monoclonal solo, o de manera alternativa, el anticuerpo monoclonal mezclado con los péptidos, a cada
pocillo y se incubaron durante 1,5 h a 25 °C seguido por un lavado. Se afiadié Envision-HRP (DakoCytomation Norden
A/S, Glostrup, Dinamarca) diluido 1/10 en el diluyente del reactivo de ELISA y se incubaron las placas durante 15 min
a 25 °C seguido por un lavado. Finalmente, se afadié una solucién de sustrato que consistia en HxO» y
tetrametilbencidina (R&D Systems Europe, Ltd, Abingdon, UK). La reaccion se detuvo con 1 M de H2SO4 y se midio la
densidad optica como la absorbancia (A) a las longitudes de onda duales, 450 nm y 570 nm, con un lector de
microplacas Multiscan EX (Labsystems).

Correlacion de la tincion inmunohistoldgica de las biopsias con un mAb anti-dHSA (mAb A) y supervivencia en
pacientes con melanoma maligno

Las biopsias de tumores obtenidos de veinte pacientes diagnosticados con un melanoma maligno metastatico se
congelaron instantaneamente en nitrégeno liquido y se almacenaron a -70 °C hasta su uso. Se cortaron secciones de
tejido congelado de 6-7 pm de grosor, se descongelaron y se fijaron con acetona durante 5 min a temperatura
ambiente. Las secciones se bloquearon primero con un 10 % de suero AB humano normal durante 1 h antes de la
tincion. Entonces se afadié el anticuerpo primario que consistia en un anticuerpo de ratén anti-albiumina humana
desnaturalizada (mAb-A) diluido en solucion salina tampoén Tris (TBS, pH 7,6) a 10 yg/ml, y se incubaron los
portaobjetos durante 30 min. Los portaobjetos se lavaron en TBS seguido por Envision-Alkaline Phosphatase
(DakoCytomation) durante 30 min. Después de un lavado adicional en TBS, se incubaron los portaobjetos en un
sustrato de fosfatasa alcalina que consistia en una sal Fast Red TR (Sigma) naftol AS-MX (Sigma) y 5 mM de levamisol
(Sigma) para bloquear la actividad de la fosfatasa alcalina endégena, durante 20 min seguido por un lavado en TBS.
Se contra tifieron en hematoxilina de Mayer durante 1 minuto y se montaron en Glycergel (Dakopatts). La IgG1 de
ratén monoclonal contra un antigeno irrelevante (glucosa oxidasa de Aspergillus niger, DakoCytomation), se utilizd
como control negativo. Todas las incubaciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente en una camara de humedad.
La intensidad de la tincién se evalué en un microscopio 6ptico y se clasific6 como baja, media o alta. Se analiz6 la
supervivencia entre los grupos de acuerdo con Kaplan Meier y un analisis de rango logaritmico.

Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (PBMC)

Se extrajo sangre venosa de voluntarios sanos o de pacientes de cancer en tubos de cristal al vacio con una solucion
A de citrato de dextrosa acido como anticoagulante (Vacutainer, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ). Se retiraron
los eritrocitos mediante sedimentacion en una solucion de dextrano T500 al 2 % (Amersham Pharmacia Biotech AB,
Uppsala, Suecia) en un 0.9 % de NaCl (esta etapa se omitid6 en los cultivos con estimulacion con PHA, véase
posteriormente). Entonces se aislaron las PBMC mediante centrifugacion en un gradiente de densidad Ficoll-paque
Plus (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Suecia) tras lo cual, las células se lavaron dos veces en RPMI 1640
con modificacion de Dutch (Gibco, Invitrogen AB, Stockholm, Suecia) con un 2 % de seroalbumina humana (HSA)
(Pharmacia & Upjohn, Stockholm, Suecia) (RPMI/2 % HSA). Para los cultivos celulares con estimulacién con PHA, se
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lavaron las PBMC en solucién salina equilibrada de Hank (HBSS) con un 10 % de plasma autélogo en vez del
RPMI/2 % HSA. Se evaluo la viabilidad celular mediante exclusiéon en un 0,05 % de azul tripano y era siempre por
encima del 95 %. La suspension celular se tifié con solucion de Turk y se hizo el recuento del nimero de linfocitos y
monocitos en la preparacion de PBMC en un hemocitémetro. Las PBMC se suspendieron en RPMI/2 % HSA y se
ajusto la concentracion celular a 5 x 10° linfocitos/ml.

Suero

Se recolecté suero humano en tubos de recoleccion de suero sin aditivos (Vacutainer, Becton Dickinson, Franklin
Lakes, NJ) al mismo tiempo que las muestras de sangre para el aislamiento de las PBMC. Los sueros se inactivaron
por calor a 56 °C durante 30 minutos.

Proliferaciéon de PBMC inducida por PHA en presencia de péptidos de albumina y/o dHSA

Se resuspendieron las PBMC de voluntarios sanos en RPMI 1640 con o sin la adicién de dHSA y/o péptidos de
albumina, como se indica, a una concentracion celular de 5 x 10° linfocitos/ml. Se sembraron 100 ul de la suspension
celular en placas de microtitulacion de fondo redondo (Corning NY, USA) seguido por 100 ul de medio de cultivo que
consistia en RPMI 1640 (Flow Laboratories, Irvine, Scotland) suplementado con 200 Ul/ml de Penicilina, 200 ug/ml de
Estreptomicina (Flow laboratories) y un 20 % de suero autdlogo inactivado por calor. Entonces se afiadio
Fitohematoaglutinina (PHA-P, Sigma Chemical Co, St. Louis, MO) a una concentracion final de 5 o 10 ug/ml. Todas
las condiciones del cultivo se prepararon en pocillos por triplicado. Las células se cultivaron durante 3 dias en una
atmdsfera humidificada con un 5% de CO, a 37 °C. Se ensay6 la proliferacion incorporando 1,6 pCi/pocillo de
[3H]timidina (Amersham International, U K) durante las ultimas 18 h. Se utilizaron los valores medios de las
desintegraciones por minuto (dpm) de los triplicados para los calculos.

Efecto de los péptidos sobre la produccion de IL-6 inducida por LPS

Se anadieron 100 ul de medio de cultivo que consistia en RPMI 1640 suplementado con 200 Ul/ml de penicilina, 200
pg/ml de estreptomicina, 4 mM de L-glutamina (Sigma Chemical, MO, US) y un 20 % de suero autdlogo inactivado por
calor a las placas de microtitulacion no revestidas o pre-revestidas con 100 ul de suspension de PBMC (5 x 10*
linfocitos) en RPMI/2 % HSA con los péptidos a las concentraciones indicadas. Se afiadieron los liposacaridos (LPS,
Sigma Chemical Co, MO, US) a una concentracion final de 0,05 ng/ml. Las células se cultivaron en una atmédsfera
humidificada, con un 5 % de CO2 a 37 °C. Todas las condiciones del ensayo se prepararon en pocillos por triplicado.
Se recolectaron los sobrenadantes (SN) tras 24 h y se retiraron las celas restantes mediante centrifugacion en una
centrifuga refrigerada (Beckman) a 2600 x g durante 5 minutos. Los SN se congelaron y almacenaron a -70 °C. La IL-
6 de los SN del cultivo se midié mediante un ELISA utilizando el kit de desarrollo de ELISA DuoSet® para la IL-6
humana (R&D Systems Europe, Ltd., Abingdon, UK) siguiendo los procedimientos recomendados por el fabricante. El
limite menor de deteccion era de 3,1 pg/ml. Las muestras se analizaron como medias de los pocillos triplicados.

Proliferacion de PBMC inducida por interleucina-2 (IL-2) en presencia de péptidos de albumina en placas de cultivo
tisular revestidas o sin revestimiento

Se pre-revistieron placas de cultivo tisular de 96 pocillos de fondo redondo (Costar, Corning Inc. NY, US) solo con
HSA o con HSA y un agrupamiento de IgG humanas para inyeccion intravenosa (Gammagard, Baxter AS, DK) de la
siguiente manera; se diluy6 la HSA en RPMI 1640 sin suplementos a una concentracion de 10 mg/ml. También se
prepar6 una mezcla de 1 mg/ml de IgG en una solucidon de 9 mg/ml de HSA en RPMI (HSA/IgG). Se anadieron
entonces 200 pl de HSA o HSA/IgG a cada pocillo de la placa. Las placas se incubaron a 4 °C durante 30 minutos tras
lo cual se lavaron los pocillos dos veces con 200 ul de RPMI 1640. Las placas revestidas se utilizaron inmediatamente.
Se anadieron 100 ul de RPMI 1640 suplementado con 200 Ul/ml de penicilina, 200 ul/ml de estreptomicina, 4 mM de
L-glutamina (todos de Sigma Chemical Co. MO, US) y un 20 % de suero humano (autélogo) inactivado por calor a los
pocillos de microtitulacién de cultivo tisular revestidos con HSA o HSA/IgG. Las PBMC, aisladas de individuos sanos,
se diluyeron en RPMI/2% de HSA y se afadieron los péptidos directamente a la suspension celular a una
concentracion de 10 ug/ml. Cien pl de esta suspension celular (5 x 10* linfocitos) se afiadieron entonces por pocillo
dando una concentracion final de 5 pg/ml de péptido por pocillo. Se afiadié a los pocillos la IL-2 (Proleukin, Chiron,
NL), a una concentracion final de 120 Ul/pocillo. Las células se cultivaron durante 7 dias en una atmésfera humidificada
con un 5 % de CO; a 37 °C. Se ensayo la proliferacion mediante la incorporacion de 1,6 uCi/pocillo de [3H]-timidina
(Amersham Int., UK) durante las ultimas 18 h. Se utilizaron las medias de los valores de dpm (desintegraciones por
minuto) de los triplicados para los calculos.

Tincién inmunohistoquimica de PBMC y una linea celular monocitica humana con un anticuerpo anti-integrina (CD11a)
en presencia o ausencia de péptidos de albumina

Las PBMC se prepararon como se describié anteriormente. Las células THP-1 cultivadas (obtenidas en la coleccion
americana de cultivos tipo a través de LGL Nordic AB, Suecia) se lavaron cuidadosamente y se suspendieron en RPMI
1640. Las PBMC y THP-1 se aglomeraron por centrifugacion inmediatamente en portaobjetos de microscopio pre-
limpiados en un Cytospin Shandon (Shandon Scientific Ltd, UK) a 1000 rpm durante 7 min a 2,5 o 5 x 10* células por
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portaobjetos. Los portaobjetos se dejaron secar a temperatura ambiente durante una noche, tras lo cual se envolvieron
en parafilm y se almacenaron a -70 °C. Inmediatamente antes de su uso, los cytospin se descongelaron y se fijaron
con acetona durante 5 min a temperatura ambiente. Los cytospin se bloquearon primero con un 10 % de suero AB
humano normal con y sin los péptidos de albumina (40 og/ml) durante 1 h antes de la tincién. Se afiadio el anticuerpo
primario, que consistia en un anticuerpo monoclonal de raton anti-CD11a humano (clon HI111, BD Biosciences) diluido
en solucion salina tampon Tris (TBS, pH 7,6) a 5 ug/ml (de THP-1) o 1 og/ml (PBMC). Los portaobjetos se incubaron
durante 30 min y entonces se lavaron en TBS seguido por Envision-Alkaline Phosphatase (Dako Norden A/S,
Dinamarca) durante 30 min. después de un lavado adicional en TBS, se incubaron los portaobjetos en un sustrato de
fosfatasa alcalina que consistia en sal TR Fast Red (Sigma, naftol AS-MX (Sigma) y 5 mM de levamisol (Sigma) para
bloquear la actividad de la fosfatasa alcalina endégena, durante 20 min seguido por lavado en TBS. Se contra tifieron
entonces en hematoxilina de Mayer durante 1 minuto y se montaron en Glycergel (Dako Norden A/S). La IgG1 de ratén
monoclonal contra un antigeno irrelevante (glucosa oxidasa de Aspergillus niger, Dako Norden A/S), se utilizd6 como
control negativo. Todas las incubaciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente en una camara de humedad.

Fragmentacion proteolitica de la seroalbimina humana desnaturalizada (dHSA) con tripsina o endoproteinasa ASP-N

La dHSA secada por congelacion (0,5 mg) se reconstituyé en 25 mM de NHsHCOs3, pH 8, que contenia 10 mg de
tripsina modificada de calidad de secuenciacion (Promega Corporation, WI) o0 2 mg de Endoproteinasa ASP-N (Sigma)
y se incubd a 37 °C durante una noche. Para retirar la albiumina no fragmentada y la enzima, la muestra se ultrafiltré
a través de un filtro de centrifuga Amicon Ultra 4 (corte de pm de 5000) o a Centriplus (corte de pm de 10000) (Millipore
AB, Solna, Suecia). El filtrado que contenia la dHSA fragmentada sin enzimas, se recolectd y se diluydé con PBS con
Cay Mg (GIBCO).

Preparacion del lisado celular de PBMC con proteinas de superficie celular biotiniladas (ACS)

Las capas leucocitarias generadas de 450 ml de sangre se recolectaron cada una de 4 donantes sanos. Se retiraron
los eritrocitos por sedimentaciéon en una solucién de un 2 % de dextrano T500 (Amersham Pharmacia Biotech AB,
Uppsala Suecia) en un 0,9 % NaCl. Las células mononucleares (PBMC) se aislaron entonces por centrifugacion en
gradiente de densidad Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare Bioscience AB Suecia). Las PBMC se suspendieron entonces
en solucion salina tampon fosfato (PBS) que contenia Ca y Mg (GIBCO) a una concentracion de 10 x 108 /ml. Se
afadié EZ Link Sulfo-NHS-biotin (Pierce USA) a una concentracion final de 0,2 mg/ml y se incubd la mezcla en un
agitador a temperatura ambiente durante 10 min. Se retir6 entonces el exceso de biotina lavando las PBMC en PBS.
Las PBMC biotiniladas se lisaron entonces afiadiendo 1,0 ml de tampén de lisis enfriado en hielo (50 mM de Tris-HCI,
pH 7,5, con 0,15 M de NaCl, 5 mM de MgCl, que contenia 100 mM de octil glucésido y 1 mM de fenilmetilsulfonil
fluoruro) por cada 2 x 107 de células aglomeradas con agitado suave, se incubaron después durante 30 min. sobre
hielo. Los desechos se retiraron mediante centrifugacién a 5000 x g a 4 °C durante 10 min y se recolectaron y
agruparon los sobrenadantes de los cuatro donantes. El lisado se almacend entonces a -70 °C en tubos de plastico
de polipropileno.

Preparacion de la columna de afinidad con proteinas de superficie celular biotiniladas de las células mononucleadas
acopladas a estreptavidina-sepharose (utilizadas para la adsorcién de la dHSA fragmentada con tripsina) 18 ml de
lisado celular biotinilado en tampon de lisado se diluyeron 1/10 en tampdn de unién (20 mM de NaH;POg4, 0,15 M de
NaCl, pH 7,5). Esta cantidad de lisado se corresponde con 36 x 107 células mononucleares. Se afiadi6 a una columna
de afinidad Hitrap Streptavidin HP de 1 ml (Amersham Biosciences) para bloquear la posible biotina libre restante, se
afnadieron 5 ml de glicina 0,1 M (Sigma) a la columna. La estreptavidina no saturada de la columna se hizo reaccionar
entonces con 150 pg de biotina (Sigma) en el tampo6n de unién. La columna se lavéd cuidadosamente con PBS y se
almaceno en PBS con un 0,1 % de NaNs a 4 °C hasta su uso.

Preparacioén de la columna de afinidad con proteinas de supefficie celular biotiniladas de las células mononucleadas
acopladas a estreptavidina-sepharose (utilizadas para la adsorcion de la dHSA fragmentada con ASP-N) El lisado
celular biotinilado en tampén de lisado se sometié a un intercambio de tampdn mediante didlisis en tubo con
Spectrapore 4 (Spectrum Europe, Breda, Paises Bajos) en tampon de unién (20 mM de NaH;PO4, 0,15 M de NaCl,
pH 7,5). 27 ml de lisado celular biotinilado en tampon de union (correspondiente a 54 x 107 células mononucleares) se
afnadieron a 1,5 ml de Sepharose Streptavidin HP lavada (Amersham Biosciences). Para bloquear la posible biotina
libre restante, se afiadieron 25 ml de glicina 0,1 M (Sigma) a la Sepharose Streptavidin. La estreptavidina no saturada
se hizo reaccionar entonces con 225 pg de biotina (Sigma) en el tampén de unién. La Sepharose Streptavidin se lavo
cuidadosamente con PBS. Un ml del lisado celular biotinilado acoplado a estreptavidina Sepharose se empaquetd
entonces en una columna vacia (Tricorn Empty High Performance Column, Amersham Bioscience) y se lavd con
solucion salina tampon de fosfato (PBS) que contiene Ca 'y Mg (GIBCO).

Adsorcion de la dHSA fragmentada con enzima utilizando una columna de afinidad con proteinas de superficie celular
(ACS) biotiniladas

Dos ml de dHSA fragmentada por enzimas en PBS correspondientes a un total de 0,2 mg de proteina, se paso6 sobre

la columna de ACS preparada como se ha descrito anteriormente. El flujo continuo se recolectdé teniendo en
consideracion la escasez de volumen y la diluciéon de la muestra adsorbida recolectando en pequefias porciones de
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0,2 ml. Se secaron treinta yl de cada muestra, incluyendo la muestra de control que no se habia adsorbido en una
centrifuga Speed-Vac.

Espectrometria de masas

Las mezclas secadas se reconstituyeron en 10 pl de un 0,1 % de TFA. Se utilizaron puntas de pipeta Zip Tip (Millipore,
USA) que contiene medio de Cg en fase inversa para desalar las muestras reconstituidas. Para el analisis de las
muestras en el intervalo de peso de 700 - 3600 Da, un ul de cada muestra eluida Zip Tip se mezclaron con 1 ul de una
solucion saturada de acido a-ciano-4-hidroxicinamico (0,02 mg/ml) en acetonitrilo al 70 % / acido trifluoroacético al
0,3 %. Para el analisis de las muestras en el intervalo de peso de 1500 - 9000 Da, un ul de cada muestra eluida Zip
Tip se mezcldé con 1 pl de acido sinapinico (acido 3-metoxi-4-hidroxicinamico). 1 yl de la muestra se distribuyd
puntualmente sobre la placa MALDI y se analizo utilizando la MALDI-TOF MS (Voyager-DE PRO, Applied Biosystems,
CA, US). La busqueda de identidad de los espectros resultantes se llevé a cabo en las bases de datos de SwissProt
o NCBI utilizando MS-Fit.

Identificacion de proteinas en el plasma humano que se une a ACS
Cromatografia de afinidad del plasma con ACS

Se obtuvo el plasma mediante plasmaféresis de un paciente diagnosticado de melanoma maligno. El plasma se
congeld a -20 °C. Al descongelar el plasma se coaguld inmediatamente mediante la adiciéon de CaCl, hasta una
concentracion final de 13 mM. El coagulo de plasma gelificado se retir6 mediante centrifugacion a 3500 rpm durante
7 min a 4 °C. El plasma se dializé6 entonces extensamente contra PBS utilizando la dialisis en tubo Spectrapore 4
(Spectrum Europe, Breda, Paises Bajos). Se prepard una columna de afinidad con proteinas de superficie celular
biotiniladas de células mononucleares acopladas a estreptavidina-sepharose (ACS-sepharose) como se ha descrito
anteriormente. Se incubaron 45 ml de plasma con la ACS-sepharose durante una noche a 4 °C con agitado suave. El
plasma-ACS-sepharose se lavé extensamente con PBS. La ACS-sepharose lavada se almacend durante cinco dias a
4 °C en PBS con un 0,1 % de NaNs. La ACS-sepharose se empaquetd en una columna vacia (Tricorn Empty High
Performance Column, Amersham Bioscience) y las proteinas unidas se eluyeron con 2 ml de Glicina-HCI 0,1 M, pH
2,7. La fraccion eluida se neutralizdé inmediatamente con 1 M de tampdn Tris a un pH 9 y se secaron por congelacion.

Electroforesis en gel 2-D

Las muestras secadas por congelacion se desalaron reconstituyéndolas con H2O y un 10 % de acido tricloroacético
(TCA) con 20 mM de DTT en acetona. Las muestras se centrifugaron a 13000 RPM durante 5 min. El aglomerado
resultante se lavo dos veces con 20 mM de DTT en acetona para retirar el TCA y finalmente se disolvieron en tampén
de rehidratacion (8 M de urea, un 4 % de CHAPS, 10 mM de DTT, un 0,5 % de tampon IPG y una traza de naranja G).
Se llevd a cabo la electroforesis en gel bidimensional en una construccién 2-D horizontal (Multiphore/IPGphore,
Pharmacia Biotech, SE) basandose en un enfoque isoeléctrico (IEF) en la primera dimensién y el peso molecular en
la segunda dimension. En resumen, las muestras se aplicaron en geles IPG (Immobiline™ Dry strip, pH 3-10 NL, (GE
Healthcare)) y se enfocan durante una noche a 38060 Vh. Entonces se llevo a cabo la SDS-PAGE con geles de
poliacrilamida Exelgel XL SDS 12-14 con plancha prefundida (Amersham Biosciences). Se incluyeron referencias de
pesos moleculares en cada ejecucion. Las proteinas separadas se detectaron mediante tincion con plata de acuerdo
con el método de Shevenco. Las manchas de proteina digeridas con tripsina se escindieron del gel y se analizaron
con el MALDI-TOF ms como se ha descrito anteriormente.

Pacientes de cancer

Los pacientes incluidos en el analisis de supervivencia total de acuerdo con la respuesta proliferativa de las células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) a la interleucina-2, se habian diagnosticado de carcinoma de células
renales metastatico sistémico. No se habian tratado previamente y se habia programado un tratamiento con
interleucina-2 (Proleukin, Chiron, NL). Se tomaron muestras de sangre antes del inicio del tratamiento. Los pacientes
incluidos en otros estudios en la presente solicitud de patente se describen brevemente segun sea adecuado en la
seccion de resultados.

Modelo ex vivo de inmunosupresion relacionada con IL-2; proliferacién de PBMC inducida por interleucina (IL-2)

Se aislaron las PBMC a partir de muestras de sangre venosa de donantes de sangre sanos (controles) o pacientes de
cancer. Se anadieron cien pl de medio de cultivo (RPMI 1640 con la modificacién de Dutch (Gibco, Invitrogen AB,
Stockholm, Suecia) suplementado con 200 Ul/ml de penicilina, 200 pl/ml de estreptomicina, 4 mM de L-glutamina
(todos de Sigma Chemical Co. MO, US) y un 20 % de suero humano inactivado por calor) a placas de cultivo tisular
de 96 pocillos con el fondo redondeado (Costar, Corning Inc. NY, US). Se afiadieron entonces cien yl de PBMC en
RPMI/2 % de HSA (5 x 10*linfocitos) por pocillo seguido por IL-2 (Proleukin, Chiron, NL) a una concentracion final de
120 Ul/pocillo. Los pocillos de control sin IL-2 se construyeron en paralelo. Las células se cultivaron durante 7 dias en
una atmadsfera humidificada con un 5 % de CO, a 37 °C. Se ensayo la proliferacion mediante la incorporacion de 1,6
pCi/pocillo de [3H]-timidina (Amersham Int., UK) durante las ultimas 18-24 h. Se utilizaron las medias de los valores
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de dpm (desintegraciones por minuto) de los pocillos triplicados para los calculos. En los cultivos en los que se
recolect6 el suero de pacientes de cancer se utilizaron en vez del suero autélogo, las PBMC eran de donantes
compatibles con el grupo sanguineo.

La interleucina-2 (IL-2) inducia la proliferacion de PBMC en presencia de péptidos de albumina Los cultivos de
proliferacion inducida por IL-2 se construyeron con PBMC de donantes sanos y suero autdlogo como se ha descrito
anteriormente con la excepciéon de que las PBMC se preincubaron primero durante 30 min a temperatura ambiente
con los péptidos de albumina indicados a una concentracion de 10 pg/ml.

Generacion de antisuero de conejo especifico para el péptido de albumina 3028

Se sintetiz6 el péptido 3028 con una cisteina afadida en el extremo N y luego se conjugd con hemocianina de lapa
californiana (KLH) como proteina portadora. Se generaron los sueros policlonales mediante inmunizaciones repetidas
de conejos con el péptido 3028 conjugado con KLH y adyuvantes de Freund. En algunos experimentos, los antisueros
estaban purificados por afinidad mediante cromatografia sobre geles de yodoacetilo Ultralink conjugados con péptido
3028 (Pierce Biotechnology Inc.). Para los experimentos de cultivo celular, se llevo a cabo el intercambio de tampoén
de RPMI 1640 con modificacion de Dutch (Gibco, InVitrogen AB, Stockholm, Suecia) por el pasaje sobre columnas de
sephadex PD-10 (Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia) seguido por esterilizacion por filtrado sobre filtros de
jeringa Millex de 0,22 ym (Millipore Co., MA, USA). Las inmunizaciones de los conejos y purificacion de los antisueros
se llevaron a cabo en Agrisera AB, Suecia.

ELISA con el antisuero anti-3028 de conejo

Se revistieron pocillos por duplicado en placas de microtitulacion Hi-binding (Costar 2592, Corning Inc, NY, USA) con
100 pl de péptido 3028 (10 pg/ml), HSA desnaturalizada (dHSA, 4,5 pg/ml) o HSA de control (4,5 pg/ml). Todos los
reactivos de revestimiento se diluyeron en PBS y se incubaron a temperatura ambiente durante una noche. Los pocillos
se lavaron entonces con tampon de lavado que consistia en un 0,05 % de Tween-20 en PBS (Sigma) seguido por
bloqueo durante 1 h a 25 °C con 200 ul de gelatina al 0,5 % preparada a partir de piel bovina (Sigma) en PBS seguido
por lavado en tampodn de lavado. Los sueros preinmunes o suero anti-3028, diluido 1/1000000 en diluyente de reactivo
de ELISA (un 0,01 % de gelatina y un 0,05 % de Tween-20 en PBS), se afiadieron e incubaron durante 1 h a 25 °C
seguido por un lavado. Se afadié entonces un anticuerpo de caballo anti-IgG de conejo/ratén (Vectastain ELITE, Vetor
Laboratories Inc. CA, USA) diluido 1/5 en diluyente de reactivo ELISA y se incubaron las placas durante 1 h a 25 °C
seguido por un lavado. A continuacion, se afiadid estreptavidina conjugada con HRP (R&D systems Europe, Ltd, UK).
Finalmente, después del lavado en tampon de lavado, se afiadié una solucion de sustrato que consistia en H2O; y
tetrametilbencidina (R&D Systems). La reaccion se detuvo con 1 M de H>SO4 y se midid la densidad éptica como la
absorbancia (A) a las longitudes de onda duales, 450 nm y 570 nm, con un lector de microplacas Multiscan EX
(Labsystems).

ELISA de inhibicién de anti-3028 de conejo por péptidos de albimina

Para ensayar si los péptidos de albumina inhibian la unién del anti-3028 de conejo a los pocillos revestidos de 3028,
el antisuero de conejo diluido 1/1000000 en diluyente de reactivo de ELISA, se preincubd durante 1 h a temperatura
ambiente con las concentraciones indicadas de los péptidos. Se afiadieron entonces 100 ul del anticuerpo monoclonal
solo, o de manera alternativa, el anticuerpo monoclonal mezclado con los péptidos, a los pocillos revestidos con 3028
y se llevd a cabo el ELISA como se ha descrito.

Proliferacion de PBMC inducida por interleucina-2 (IL-2) en presencia de anti-3028 de conejo

Los cultivos para ensayar el efecto de inmunomodulacion de anticuerpos de conejo purificados por afinidad especificos
de 3028 se llevaron a cabo como se ha descrito anteriormente para la proliferacion inducida por IL-2 con las siguientes
excepciones; se omitio el 2 % de HSA del medio de lavado y del medio de suspension de PBMC. El medio de cultivo
contenia suero (100 pl/pocillo) se preincubé con 20 pg/ml de anticuerpos de conejo durante 30 min a temperatura
ambiente antes de la adiciéon de 100 pl de suspension de PBMC a los pocillos de cultivo.

Tincion inmunohistoquimica de biopsias tumorales con anti-3028 de conejo

Se prepararon las secciones de tejido a partir de biopsias fijadas en formalina de pacientes de cancer. Se
desparafinaron las secciones y se bloquearon con un 10 % de suero AB humano normal en solucién salina equilibrada
de Hank suplementada con 0,01 M de Hepes (BSS, GIBCO BRL) durante una h antes de la tincion. Se tifieron entonces
las secciones con 10 pug/ml de anti-3028 de conejo purificado diluido en BSS con un 2 % de suero AB y 0,1 g/ml de
saponina durante 30 min. Después del lavado en BSS con 0,1 g/ml de saponina, se afiadié un polimero de fosfatasa
alcalina Ultravison One especifico para Ig de ratén y conejo (Lab Vision Co., CA, USA). Se lavé entonces el exceso
de polimero de las secciones con BSS con 0,1 g/ml de saponina. La unién del complejo de polimero se detectd
mediante un sustrato de naftol fosfato y cromégeno liquido Fast Red (Lab Vision Corp.). Las secciones se contra
tifieron con hematoxilina de Mayer y se montaron en Glycergel.

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2747363 T3

Efecto de los péptidos de albumina sobre la actividad citotoxica de células citoliticas naturales (NK) de
donantes de sangre sanos

Se separaron las células mononucleares mediante centrifugacion en gradiente de densidad Ficoll-paque Plus
(Pharmacia AB, Suecia) convencional a partir de la sangre heparinizada obtenida de donantes sanos. Se ensayo
entonces la actividad citotoxica de células NK de las células mononucleares utilizando un kit comercial (NKTEST,
Orpegen Pharma GmbH, Heidelberg, Alemania) siguiendo el protocolo de los fabricantes. En resumen, el kit contiene
células diana sensibles a NK crioconservadas (K562) marcadas con un colorante lipéfilo de membrana fluorescente
verde, que hace posible la discriminacion entre células efectoras y diana. Después de la incubacion con las células
efectoras, las células diana destruidas se identifican mediante una tincion de ADN, que penetra y tifie especificamente
los nucleos de las células diana muertas. De esta manera se puede determinar el porcentaje de dianas destruidas
mediante citometria de flujo. Las células mononucleares se preincubaron durante 30 min a 37 °C con los péptidos
indicados (los péptidos se han descrito previamente) a 10 ug/ml. Las células diana se afiadieron entonces, dando una
relacion de efector:diana de 40:1, y se incubd la mezcla celular a 37 °C durante 3-4 horas. Se analizaron las muestras
en un FACSCalibur (BD Biosciences, San Jose, CA).

LEYENDAS DE LAS FIGURAS

Figura 1. Este diagrama muestra que algunos péptidos que contienen la secuencia E5K inhiben la unién del mAb A a
placas de ELISA revestidas con dHSA. Obviamente, hay algunas diferencias en la actividad inhibidora de los péptidos
ensayados.

Figura 2. Efecto de la expresion de E5K detectado por mAb A sobre la supervivencia de pacientes con melanoma
maligno metastatico (p = 0,009).

Baja expresion , X - =X
Alta expresion R 0--0

Figura 3 A. Se ensayo0 el efecto de dos péptidos de albumina, 2605 y 2608, sobre la proliferacion de PBMC inducida
por PHA (5 pg/ml) de un control sano y dos pacientes de cancer. Las tres diferentes concentraciones de los péptidos
(nug/ml) se indican en la figura. Los pacientes P45 y 46 sufrian carcinoma de células renales y melanoma maligno
Figura 3 B. Se ensayo0 el efecto de dos péptidos de albumina, 2605 y 2608, sobre la proliferacion de PBMC inducida
por PHA (10 pg/ml) de un control sano y dos pacientes de cancer. Las tres concentraciones de los péptidos de (ug/ml)
que se utilizan se indican en la figura.

Figura 4. Variacion interindividual en el efecto de los péptidos de albumina sobre la proliferacion de PBMC inducida
por PHA de controles sanos y pacientes de cancer. Se utilizd PHA a una concentracion de 5 [jug/ml y los péptidos a
una concentracion de 10 pg/ml. Los pacientes tenian los siguientes diagnésticos: Melanoma maligno (P46) y
carcinoma de células renales (P39, P41, y P45).

Figura 5. Efecto de dHSA, 8 pg/ml, sobre la proliferacion de PBMC inducida por PHA de 5 controles y 4 pacientes de
cancer.

Figura 6 A. Efecto del péptido 2605 sobre la proliferacion inducida por PHA aumentada por dHSA. Los detalles se
describen en el texto.

Figura 6 B. Efecto del péptido 2608 sobre la proliferacion inducida por PHA aumentada por dHSA. Los detalles se
describen en el texto.

Figura 7. Efecto de los péptidos de albuimina sobre la produccion de IL-6 inducida por LPS por las PBMC de A) un
donante sano, B) y C) pacientes de cancer con melanoma maligno. Las PBMC se estimularon con LPS durante 24 h
en presencia de los péptidos indicados a 0,01 ug/ml (barras negras), 0,1 ug/ml (barras grises), 1 ug/ml (barras blancas)
0 10 pg/ml (barras sombreadas). La cantidad de IL-6 liberada en el medio de cultivo se midié por ELISA. Los resultados
se expresan como el porcentaje de IL-6 liberado en los cultivos de control sin la adicion de péptidos. Esto era 1072
pg/ml, 997 pg/mly 902 pg/ml en A), B), y C), respectivamente.

Figura 8 A-F. Efecto de los péptidos de albumina sobre la unién de anticuerpos a LFA-1 en células inmunitarias. La
linea celular monocitica THP-1 (paneles A 'y B), PBMC de dos controles sanos (paneles C, D y E, F, respectivamente).
El péptido 2606 se utilizd en los experimentos que se muestran en B y D y el péptido se utilizé en 2605 en F.

Figura 9. Efecto de los péptidos sobre la proliferacion de PBMC inducida por PHA modulada por dHSA.

Figura 10. Efecto de la nueva serie de péptidos sobre la proliferacion inducida por IL-2 (A) y la inversa de la actividad
inhibidora del péptido 3028 por la modulacion del receptor Fc (B).

Figura 11. Efecto de la nueva serie de péptidos sobre la produccion de IL-6 inducida por LPS de las PBMC de dos
controles sanos.

Figura 12. Efecto de la nueva serie de péptidos sobre la produccién de IL-6 inducida por LPS por las PBMC de tres
pacientes de cancer con melanoma maligno (MM) y con carcinoma de células renales (RCC).

Figura 13. Electroforesis en gel de 2-D de proteinas del plasma después de la cromatografia de afinidad en ACS. El
plasma se obtuvo de un paciente con melanoma maligno.

Figura 14. La proliferaciéon de PBMC inducida por IL-2 de controles sanos y PBMC de pacientes de carcinoma de
células renales (RCC) cultivadas en un 10 % de suero autélogo.

Figura 15. Un andlisis de Kaplan-Meier de pacientes con carcinoma de células renales de acuerdo con la respuesta
proliferativa a IL-2. Una tasa proliferativa baja indica una pobre supervivencia.

Figura 16. Cultivo de los PBMC de controles sanos en los sueros de pacientes de cancer que se sabe que tienen una

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2747363 T3

respuesta suprimida a la IL-2 en el modelo ex vivo.

Figura 17. Analisis del efecto de cuatro péptidos diferentes sobre la proliferacion de PBMC inducida por IL-2 de
controles sanos. Las PBMC se cultivaron durante 7 dias en presencia de IL-2 (20 U/ml) y los péptidos. Se midio la
proliferacién como la incorporacién de 3H-timidina durante las ultimas 18 horas. // PBMC de control (ninguno vs 3028,
*p <0,0006, n =17) (Nota, 3026, 3027, 3029, n =4 0 5).

Figura 18. Inhibicion de la respuesta proliferativa a IL-2 por el péptido 3028 en el modelo humano ex vivo utilizando
PBMC de pacientes de cancer.

Figura 19. A. Efecto de las partes del extremo C (3218) y N (3325) del péptido 3028 sobre la proliferacion inducida
por IL-2 en comparacion con el efecto del péptido completo/de longitud completa 3028. Se muestra un experimento
representativo. B. El efecto inhibidor del péptido 3028 sobre la proliferacion inducida por IL-2 no se neutraliza por las
partes del extremo C (3218) y N (3325) del péptido 3028 solas o en combinacion.

Figura 20. Los antisueros, pero no los sueros preinmunes, de dos conejos inmunizados con el péptido de albumina
3028 unidos a los pocillos revestidos con el péptido 3028, HSA desnaturalizada (denHSA) y, en menor extension, a
un control tratado con HSA (no desnaturalizada), que se habian preparado igual que la HSA desnaturalizada excepto
por el procedimiento de desnaturalizacion.

Figura 21. Inhibicion de la unién del suero L anti-3028 de conejo a los pocillos revestidos con el péptido 3028 en un
ELISA por los péptidos de albumina. El péptido 2607, que contenia la estructura E5K, se utilizé como un control
negativo.

Figura 22. Efecto de los anticuerpos purificados por afinidad dirigidos contra el péptido 3028 sobre la respuesta
proliferativa a IL-2 de PBMC de pacientes de cancer inmunosuprimidos y controles normales con regulacion negativa
de la reactividad inmunitaria. P21 tiene un carcinoma de células renales y p26, p28, y p29 tienen un melanoma maligno.
Figura 23. Tincion inmunohistoquimica de un melanoma maligno metastatico utilizando anticuerpos de conejo
purificados por afinidad dirigidos contra el epitopo 3028.

Figura 24. Inhibicion de la unién del mAb HI111 anti-LFA-1, a las células mononucleares sanguineas por el péptido
3028 y los fragmentos 3325 y 3218. Un procedimiento de tincion inmunohistoquimica utilizando fijacién con acetona,
un 10 % de suero AB humano para el bloqueo, incubacién con HI 111 y un anticuerpo secundario (Ultravision, un
polimero conjugado con fosfatasa alcalina unido a fragmentos de Fab de cabra anti-lg de ratén), seguido por el
desarrollo con Fast Red. Los portaobjetos se montaron entonces en Glycergel. La preincubacion con los péptidos
afnadidos era de la siguiente manera: A. Sin péptido afadido, B. péptido 3028, C. Parte del extremo (3218), y D. Parte
del extremo N (3325).

Figura 25. Demostracion utilizando un modelo molecular asistido por computadora de que el péptido 3028 se une a
CD25 en el sitio de unién de la IL-2. La cadena [Jdel receptor de IL-2 (CD25) de union del péptido 3028 (A) en el sitio
de unién de IL-2 (B). CD25 amairrillo e IL-2 azul.

Figura 26. Diferencia entre la actividad antiproliferativa de los péptidos 3218 y 3325, especificidad de la afinidad de
los anticuerpos purificados por afinidad dirigidos contra el péptido 3325 y no al péptido 3218, la actividad
inmunomoduladora de estos anticuerpos, y el efecto de estos péptidos sobre la uniéon del mAb anti-LFA-1 a las células
inmunitarias) se puede concluir que ninguno de los péptidos menores, 3218 o 3325 son tan eficaces como el péptido
completo 3028.

Figura 27. Efecto de los péptidos sobre la proliferacion de PBMC inducida por PHA modulada por dHSA.

Figura 28. Efecto de los péptidos de albumina sobre la actividad citotdxica de células citoliticas naturales (NK) de
donantes de sangre sanos.

Figura 29. Tabla 4A. Secuencias E3-7K en la HSA.

Figura 30. Tabla 4B. Secuencias K3-7E en la HSA.
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Ala Val Met Asp Asp Phe Ala Ala Phe Val Glu Lys
1 5 10

<210> 130

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 130

<210> 131

<211>13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 131

Asn Glu Cyg Phe Leu Gln Hig Lys

1

ES 2747363 T3

5

Gln asn Cys Glu Leu Phe Glu Gln Leu Gly Glu Tyr Lys

1

<210> 132

<211>13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 132

5

10

Gln Glu Pro Glu Arg Asn Glu Cys Phe Leu Gln His Lys

1

<210> 133

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 133

Val Hig Thr Glu Cys Cys Hig Gly Asp Leu Leu Glu Cys Ala Asp Asp

1

Arg

<210> 134

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 134

<210> 135

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 135

<210> 136
<211>9

Phe Lys Asp Leu Gly Glu Glu Asn Phe Lys

1

5

5

5

50

10

10

10

Tyr Ile Cys Glu Asn Gln Asp Ser Ile Ser Ser Lys

15
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<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 136

Leu Rsp Glu Leu Arg Asp Glu Gly Lys
1 5

<210> 137

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 137

Asp Asp Asn Pro Asn Leu Pro Aryg
1 5

<210> 138

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 138

Leu Val asn Glu Val Thr Glu Phe Ala Lys
1 5 10

<210> 139

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 139

Glu Thr Tyr Gly Glu Met Ala Asp Cys Cys Ala Lys
1 5 10

<210> 140

<211>14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 140

Tyr Lys Ala Ala Phe Thr Glu Cys Cys Gln Ala Ala Asp Lys
1 5 10

<210> 141

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 141

Lys Tyr Leu Tyr Glu Ile Ala Arg
1 5

<210> 142

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 142
Lys Val Pro Gln Val Ser Thr Pro Thr Leu Val Glu Val Ser Arg
1 5 10 15
<210> 143
<211> 16
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 143

Val Phe Asp Glu Phe Lys Pro Leu Val Glu Glu Pro Gln Asn Leu Ile
1 5 10 15

<210> 144

<211>13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 144

Gln Asn Cys Glu Leu Phe Glu Gln Leu Gly Glu Tyr Lys
1 5 10

<210> 145

<211>23

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 145

Asn Glu Glu Thr Phe Leu Lys Lys Tyr Leu Tyr Glu Ile Ala Arg Arg
1 5 10 15

His Pro Tyr Phe Tyr Ala Pro
20

<210> 146

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 146

Lys Val Pro Gln Val Ser Thr Pro Thr Leu Val Glu Val Ser Arg
1 5 10 15

<210> 147
<211> 18

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 147
Glu Leu Phe Glu Gln Leu Gly Glu Tyr Lys Phe Gln Asn Ala Leu Leu
1 5 10 15

Val Arg
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<210> 148

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 148

<210> 149

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 149

<210> 150

<211>18

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 150

Asp His
1

Val Ala

<210> 151

<211>24

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 151
Asp Asp
1

Ala Ser

<210> 152

<211>23

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 152

Asp Arg
1

Cys Phe

ES 2747363 T3

Asn Glu Glu Thr Phe Leu Lys Lys Tyr Leu Tyr Glu
1 5 10

Glu Leu Phe Glu Gln Leu Gly Glu Tyr Lys Phe
1 5 10

Val Lys Leu Val Asn Glu Val Thr Glu Phe Ala Lys Thr Cys
5 10 15

Lys Glu Thr Cys Phe Ala Glu Glu Gly Lys Lys Leu Val Ala
5 10 15

Gln Ala Ala Leu Gly Leu
20

val Thr Lys Cys Cys Thr Glu Ser Leu Val Asn Arg Arg Pro
5 10 15

Ser Ala Leu Glu Val
20
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<210> 153

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 153

Asp Glu
1

<210> 154

<211> 27

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 154

Asp Ser
1

Glu Lys

<210> 155

<211>16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 155

ES 2747363 T3

Thr Tyr Val Pro Lys Glu Phe Asn Ala Glu Thr Phe Thr His

5

Ala

10 15

Ile Ser Ser Lyg Leu Lyg Glu Cysg Cys Glu Lys Pro Leu Leu

5

10 15

Ser Hig Cys Ile Ala Glu Val Glu Asn

20

25

Agp Lys Leu Cys Thr Val Ala Thr Leu Arg Glu Thr Tyr Gly Glu Met

1

<210> 156

<211> 34

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 156

5

10 15

Tyr Ser Val val Leu Leu Leu Arg Leu Ala Lys Thr Tyr Glu Thr Thr

1

5

10 15

Leu Glu Lys Cys Cys Ala Ala Ala Asp Pro His Glu Cys Tyr Ala Lys

Val Phe

<210> 157

<211> 34

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 157

20

25

54
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Lyg Leu Cys Thr Val Ala Thr Leu Arg Glu Thr Tyr Gly Glu Met Ala

1

5 10 15

Asp Cys Cys Ala Lys Gln Glu Pro Glu Arg Asn Glu Cys Phe Leu Gln

His Lys

<210> 158

<211> 36

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 158

Ile Cys
1

Leu Val

Lys Ala

<210> 159

<211> 36

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 159

Leu Ala
1

Lys Glu

Glu Val

<210> 160

<211>40

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 160

Thr

Glu

val
35

Lys

Cys

Glu
35

20 25 30

Leu Ser Glu Lysg Glu Arg Gln Ile Lys Lys Gln Thr Ala
5 10 15

Leu Val Lys His Lys Pro Lys Ala Thr Lyg Glu Gln Leu
20 25 30

Met

Tyr Ile Cys Glu Asgn Gln Asp Ser Ile Ser Ser Lys Leu

5 10 15
Cys Glu Lys Pro Leu Leu Glu Lys Ser His Cys Ile Ala
20 25 30
Asn
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Val Phe Leu Gly Met Phe Leu Tyr Glu Tyr Ala Arg Arg Hisg Pro Asp

1

5 10 15

Tyr Ser Val Val Leu Leu Leu Arg Leu Ala Lys Thr Tyr Glu Thr Thr

20 25 30

Leu Glu Lys Cys Cys Ala Ala Ala

35

<210> 161

<211>42

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 161

Leu Gly Glu
1

Tyr Leu Gln

Val Thr Glu
35

<210> 162

<211>40

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 162

Arg Val Thr

Phe Ser Ala

Ala Glu Thr
35

<210> 163

<211>42

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 163

40

Glu Asn Phe Lys Ala Leu Val Leu Ile Ala Phe Ala Gln
5 10 15

Gln Cys Pro Phe Glu Asp His Val Lys Leu Val Asn Glu
20 25 30

Phe Ala Lys Thr Cysg Val Ala
40

Lyg Cys Cyg Thr Glu Ser lLeu Val Asn Arg Arg Pro Cys
5 10 15

Leu Glu Val Asp Glu Thr Tyr Val Pro Lys Glu Phe Asn
20 25 30

Phe Thr Phe His Ala
40
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Tyr Leu

Pro Val

Arg Arg

<210> 164

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 164

Pro Hisg
1

Glu Glu

<210> 165

<211> 31

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 165

Pro His
1

Glu Glu

<210> 166

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 166

Pro Hisg
1

Glu Glu

<210> 167

<211>29

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 167

Ser

Ser

Pro
35

Glu

Pro

Glu

Pro

Glu

Pro

ES 2747363 T3

Val Val Leu Asn Gln Leu Cys Val Leu His Glu Lys Thr
5 10 15

Asp Arg Val Thr Lyg Cyg Cysg Thr Glu Ser Leu Val Asn
20 25 30

Cyg Phe Ser Ala Leu Glu Val
40

Cyg Tyr Ala Lys Val Phe Asp Glu Phe lys Pro Leu Val
5 10 15

Gln Asn Leu Ile Lys Gln Asn Cyg Glu Leu Phe Glu Gln
20 25 30

Cys Tyr Ala Lys Val Phe Asp Glu Phe Lys Pro Leu Val
5 10 15

Gln Asn Leu Ile Lys Gln Asn Cys Glu Leu Phe Glu
20 25 30

Cyg Tyr aAla Lys Val Phe Asp Glu Phe Lys Pro Leu Val
5 10 15

Gln Asn Leu Ile Lyg Gln Asn Cys Glu Leu Phe
20 25 30
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Pro His Glu Cys Tyr Ala Lys Val Phe Asp Glu Phe Lys Pro Leu Val
1 5 10 15

Glu Glu Pro Gln Asn Leu Ile Lys Gln Asn Cys Glu Leu
20 25

<210> 168

<211>28

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 168

Pro Hig Glu Cys Tyr Ala Lys Val Phe Asp Glu Phe Lys Pro Leu Val

1 5 10 15

Glu Glu Pro Gln Asn Leu Ile Lys Gln Asn Cys Glu
20 25

<210> 169

<211> 27

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 169

Pro Hig Glu Cys Tyr Ala Lys Val Phe Asp Glu Phe Lys Pro Leu Val
1 5 10 15

Glu Glu Pro Gln Asn Leu Ile Lys Gln Asn Cys
20 25

<210> 170

<211> 26

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 170

Pro His Glu Cys Tyr Ala Lys Val Phe Asp Glu Phe Lys Pro Leu Val
1 5 10 15

Glu Glu Pro Gln Asn Leu Ile Lys Gln Asn
20 25

<210> 171

<211> 25

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 171
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Pro His

Glu Glu

<210> 172

<211>23

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 172

His Glu
1

<210> 173

<211> 22

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 173

Glu Cys
1

Pro Gln

<210> 174

<211> 21

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 174

Cys Tyr
1

Gln Asn

<210> 175

<211> 20

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 175

Tyr Ala
1

Asn Leu

Glu

Pro

Cys

Tyr

Asn

Ala

Leu

Lys

Ile

ES 2747363 T3

Cys Tyr Ala Lys vVal Phe Asp Glu Phe Lys Pro Leu Val
5 10 15

Gln Asn Leu Ile Lys Gln
20 25

Tyr Ala Lys Val Phe aAsp Glu Phe Lys Pro Leu Val Glu
5 10 15

Glu Pro Gln Asn Leu Ile Lys
20

Ala Lys Val Phe Asp Glu Phe Lys Pro Leu Val Glu Glu
5 10 15

Leu Ile Lys

20

Lys Val Phe Agp Glu Phe Lys Prc Leu Val Glu Glu Pro
5 10 15

Ile Lys

20

Val Phe Asp Glu Phe Lys Pro Leu Val Glu Glu Pro Gln
5 10 15

Lys

20
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<210> 176

<211>19

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 176

Ala Lys Val Phe Agp Glu Phe Lys Pro Leu Val Glu Glu Pro Gln Asn
1 5 10 15

Leu Ile Lys

<210> 177

<211>18

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 177

Lys Val Phe Asp Glu Phe Lys Pro Leu Val Glu Glu Pro Gln Asn Leu
1 5 10 15

Ile Lys

<210> 178

<211>24

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 178

Pro His Glu Cys Tyr Ala Lys Val Phe Asp Glu Phe Lys Pro Leu Val
1 5 10 15

Glu Glu Preo Gln Asn Leu Ile Lys
20

<210> 179

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 179

His Glu Cys Tyr Ala Lys Val Phe Asp Glu Phe Lysg Pro Leu Val Glu
1 5 10 15

Glu Pro Gln Asn Leu Ile Lys Gln Asn Cys Glu Leu Phe Glu
20 25 30

<210> 180

<211>28

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 180

60



10

15

20

25

30

35

ES 2747363 T3

Glu Cyg Tyr Ala Lys Val Phe Asp Glu Phe Lys Pro Leu Val Glu Glu
1 5 10 15

Pro Gln Asn Leu Ile Lys Gln Asn Cyg Glu Leu Phe
20 25

<210> 181

<211> 27

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 181

Glu Cyg Tyr Ala Lys Val Phe Asp Glu Phe Lys Pro Leu Val Glu Glu
1 5 10 15

Pro Gln Asn Leu Ile Lys Gln Asn Cys Glu Leu
20 25

<210> 182

<211> 26

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 182

Cys Tyr Ala Lys Val Phe Asp Glu Phe Lys Pro Leu Val Glu Glu Pro
1 5 10 15

Gln Asn Leu Ile Lys Gln Asn Cys Glu Leu
20 25

<210> 183

<211>24

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 183

Tyr Ala Lys Val Phe Asp Glu Phe Lys Pro Leu Val Glu Glu Pro Gln
1 5 10 15

Asn Leu Ile Lysg Gln Asn Cysg Glu
20

<210> 184

<211>23

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 184
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Tyr Ala Lys Val Phe Asp Glu Phe Lys Pro Leu Val Glu Glu Pro Gln
1 5 10 15

Asn Leu Ile Lys Gln Asn Cysg
20

<210> 185

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 185

Pro His Glu Cys Tyr Ala Lys Val Phe Agp Glu Phe Lys Pro Leu Val
1 5 10 15

Glu

<210> 186

<211>16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 186

His Glu Cys Tyr Ala Lys Val Phe Asp Glu Phe Lys Pro Leu Val Glu
1 5 10 15

<210> 187

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 187

Glu Cys Tyr Ala Lys Val Phe Asp Glu Phe Lys Pro Leu Val Glu
1 5 10 15

<210> 188

<211>14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 188

Cys Tyr Ala Lys Val Phe Asp Glu Phe Lys Pro Leu Val Glu
1 5 10

<210> 189

<211>13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 189

Tyr Ala Lys Val Phe Asp Glu Phe Lys Pro Leu Val Glu
1 5 10

<210> 190
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<211>12
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 190

<210> 191

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 191

<210> 192

<211> 21

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 192

Ala Lys
1

Leu Ile

<210> 193

<211>19

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 193

Lys Val
1

Ile Lys

<210> 194

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 194

Ala Lys Val Phe Asp Glu Phe Lyg Pro Leu Val Glu

1

Lys Val Phe Asp Glu Phe Lys Pro Leu Val Glu

1

Val Phe Asp Glu Phe Lys Pro Leu Val Glu Glu Pro Gln Asn

Lys Gln Asn

Phe Asp Glu Phe Lys Pro Leu Val Glu Glu Pro Gln Asn Leu

Gln

20

5

5

Glu Leu Lys Pro Leu Glu Glu

1

ES 2747363 T3

5

5

10

10

5
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REIVINDICACIONES

1. Un fragmento de seroalbimina humana (HSA) que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 81 para
su uso en el tratamiento de una afeccion inflamatoria, en donde dicho fragmento de HSA tiene 10-50 aminoacidos de
longitud.

2. El fragmento de seroalbumina humana (HSA) para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la afeccion
inflamatoria se selecciona de entre el grupo que consiste en psoriasis, rechazo de aloinjerto, enfermedad del injerto
contra el huésped (GVH), lesion de isquemia-reperfusion, una enfermedad inflamatoria crénica y una enfermedad
autoinmunitaria.

3. El fragmento de seroalbimina humana (HSA) para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicho
fragmento de HSA comprende la SEQ ID NO: 80.

4. El fragmento de seroalbumina humana (HSA) para su uso de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde la afeccion
inflamatoria se selecciona de entre el grupo que consiste en psoriasis, rechazo de aloinjerto, enfermedad del injerto
contra el huésped (GVH), lesion de isquemia-reperfusion, una enfermedad inflamatoria crénica y una enfermedad
autoinmunitaria.

5. Un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 80 para su uso en el tratamiento de una
afeccion inflamatoria.

6. El péptido para su uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde la afeccion inflamatoria se selecciona de entre
el grupo que consiste en psoriasis, rechazo de aloinjerto, enfermedad del injerto contra el huésped (GVH), lesion de
isquemia-reperfusion, una enfermedad inflamatoria crénica y una enfermedad autoinmunitaria.

7. Un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 81 para su uso en el tratamiento de una
afeccion inflamatoria.

8. El péptido para su uso de acuerdo con la reivindicacién 7, en donde la afeccién inflamatoria se selecciona de entre
el grupo que consiste en psoriasis, rechazo de aloinjerto, enfermedad del injerto contra el huésped (GVH), lesion de
isquemia-reperfusion, una enfermedad inflamatoria crénica y una enfermedad autoinmunitaria.

9. El uso de un fragmento de seroalbumina humana (HSA) que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:
81 para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de una afeccion inflamatoria, en donde dicho fragmento
de HSA tiene 10-50 aminoacidos de longitud.

10. El uso del fragmento de seroalbdimina humana (HSA) de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde dicho fragmento
de HSA comprende la SEQ ID NO: 80.

11. El uso de un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 80 para la fabricacién de un
medicamento para el tratamiento de una afeccién inflamatoria.

12. El uso del péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 -11, en donde la afeccién inflamatoria
se selecciona de entre el grupo que consiste en psoriasis, rechazo de aloinjerto, enfermedad del injerto contra el
huésped (GVH), lesion de isquemia-reperfusion, una enfermedad inflamatoria crénica y una enfermedad
autoinmunitaria.

13. El uso de un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 81 para la fabricacién de un
medicamento para el tratamiento de una afeccién inflamatoria.

14. El uso del péptido de acuerdo con la reivindicacién 13, en donde la afeccién inflamatoria se selecciona de entre el

grupo que consiste en psoriasis, rechazo de aloinjerto, enfermedad del injerto contra el huésped (GVH), lesiéon de
isquemia-reperfusion, una enfermedad inflamatoria crénica y una enfermedad autoinmunitaria.
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ELISA antidHSA
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Fig. 1
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Incorporacion de 3H-Tdr, dpm
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Incorporacién de *H-Tdr, dpm
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Porcentaje de control sin péptido

Porcentaje de control sin péptido
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Efecto de 3026 sobre la produccién de IL-6
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