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DESCRIPCION
Composiciones y métodos terapéuticos
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a composiciones y métodos para modular el sistema inmunolégico en un sujeto que
lo necesita. Mas en concreto, la invencion describe la existencia y la caracterizacién de un factor endégeno clave de
la respuesta inmunoldgica y proporciona nuevos métodos y composiciones terapéuticos y de diagnostico basados en
la modulacion de este factor. En concreto, la invencién proporciona composiciones y métodos adecuados para
estimular o inhibir las respuestas inmunolégicas mediadas por células T CD4 en un sujeto, asi como métodos y
composiciones para controlar la inmunodeficiencia, incluyendo la inmunodeficiencia asociada con la infeccion por el
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). También se proporcionan métodos y composiciones para diagnosticar y
ensayar defectos en las células T CD4 que persisten después de una terapia antirretrovirica, asi como métodos para
desarrollar farmacos capaces de tratar especificamente esta inmunodeficiencia.

Introduccion

Los linfocitos T CD4 desempefian un papel preeminente en el control del sistema inmunoldgico (tanto las respuestas
celulares como humorales) y son cruciales en diversos trastornos de enfermedad.

Durante la enfermedad inmunolégica asociada con la patogénesis del VIH, menos del 0,5% de todas las células T
CD4 estan realmente infectadas (tal como se mide en la sangre periférica), pero la gran mayoria de las células T
CD4 muestran una importante disfuncion reguladora. Los linfocitos T CD4 no infectados progresivamente pierden su
funcion, se hacen anérgicos, y su numero disminuye dando como resultado una linfopenia de CD4. La anergia y la
linfopenia son caracteristicas de la inmunodeficiencia que caracteriza a los pacientes infectados por VIH. Los
mecanismos detras de estos fendmenos nunca se han terminado de aclarar (1).

La activacion inmunoldgica y la inflamacién también desempefan un papel crucial en la patogénesis del VIH (2, 3).
Los inventores han demostrado previamente una disminucion en la capacidad de respuesta a la interleuquina-2 (IL-
2), que conduce a una anergia de CD4 (4) y una reduccion en la capacidad de respuesta a la interleuquina-7 (IL-7)
que, mediante la alteracién del bucle regulador IL-7/CD4, participa en los mecanismos que conducen a linfopenia de
CD4 (5). Los mecanismos implicados se han atribuido a defectos en la via de la quinasa Janus (Jak)/transductor de
sefales y activador de la transcripcion ("Signal Tranducer and Activator of Transcription", STAT) (6, 7). Otros
laboratorios han obtenido resultados similares (8, 9). A este respecto, es necesaria la compartimentalizacién del
receptor de IL-7 (IL-7R) para iniciar las respuestas de células T CD4 normales (10). Tras la unién de IL-7, las dos
cadenas del IL-7R (IL-7R alfa y gamma-c) primero son conducidas hacia el interior de microdominios de membrana
("membrane microdomains", MMD). Estos son compartimentos celulares que, como las balsas lipidicas, son ricos
en colesterol y esfingomielina, pero también contienen cantidades muy significativas de proteinas estructurales y
funcionales (11). Los complejos de IL-7R inducen una reorganizaciéon del citoesqueleto que después interacciona
con su red. Estas dos etapas sucesivas son necesarias para el inicio de la via de Jak/STAT (12).

Los presentes inventores han investigado los mecanismos detras de la falta de respuesta de los linfocitos T CD4 en
pacientes infectados por VIH virémicos (VP). Los experimentos proporcionados en la presente demuestran que la
activacion cronica de los linfocitos T CD4 los conduce a un estado aberrante de activacion/diferenciacion que hace
que sean refractarios a ciertas sefales fisioldgicas, tales como las enviadas por la interleuquina-7. Ademas, la
presente invencion indica la identificacion, el aislamiento y la caracterizacion, a partir de plasma humano, de la
proteina responsable de este estado aberrante de activacién de las células T CD4. Por primera vez, por tanto, la
invencion indica que la inmunosupresion puede ser mediada por una proteina enddgena en circulaciéon que, tras su
expresion, es capaz de inducir la alteracion y la inactivacion de las células T CD4 y que, tras su inhibicion, puede
estimular al sistema inmunoldgico en un sujeto.

Basandose en parte en estos notables descubrimientos, la invencién ahora proporciona nuevos métodos,
composiciones y compuestos para modular el sistema inmunoldgico, en particular para modular el sistema
inmunoldgico en sujetos con inmunidad alterada (por ejemplo, estan inmunodeprimidos o presentan reacciones
inmunologicas patolégicas). La invencion proporciona ademds nuevos métodos para tratar trastornos inmunolégicos
mediante la modulacion de las células T CD4. La invencién es particularmente adecuada para tratar
inmunodeficiencias conectadas con una alteracion de las células T CD4, tal como el sindrome de inmunodeficiencia
asociado con una infeccion por VIH. La invencién también proporciona reactivos y métodos para caracterizar el
estado de activacion aberrante, la reactividad a la IL7 y/o para controlar la inmunorrespuesta alterada en pacientes
infectados por VIH. La respuesta de las células T CD4 puede evaluarse en pacientes no tratados o tratados con
farmacos antirretroviricos y calificar su respuesta al tratamiento, y evaluar la competencia de sus células T CD4.

Sumario de la invencion

Un objeto de la invencion se refiere a un compuesto para su uso segun se define en las reivindicaciones.
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En la solicitud también se describe un método de tratamiento de un trastorno inmunol6gico en un sujeto, que
comprende exponer el sujeto a un compuesto que modula la cantidad (por ejemplo, la expresion) o la actividad de
GIBsPLA2.

En la solicitud también se describe el uso de un compuesto que modula la cantidad (por ejemplo, la expresion) o la
actividad de GIBsPLA2 para la fabricacién de medicamento para modular una respuesta inmunolégica o para tratar
un trastorno inmunoloégico en un sujeto.

En la solicitud también se describe un modulador de GIBsPLA2 para su uso en un método para modular una
respuesta inmunoldgica o para tratar un trastorno inmunolégico en un sujeto.

La invencion es particularmente adecuada para tratar sujetos inmunodeficientes o sujetos que necesitan una
inmunidad estimulada (por ejemplo, enfermedades infecciosas, cancer, etc.).

En la solicitud también se describe un método para estimular una respuesta inmunoldgica en un sujeto, que
comprende inhibir GIBsPLA2 en dicho sujeto o exponer el sujeto a un inhibidor de GIBsPLA2.

En la solicitud también se describe un método para tratar una enfermedad infecciosa en un sujeto, que comprende
inhibir GIBsPLA2 en dicho sujeto o exponer el sujeto a un inhibidor de GIBsPLA2.

Una realizacién mas concreta de la invencion se refiere a un método para tratar el SIDA en un sujeto infectado por
VIH, que comprende inhibir GIBsPLA2 en dicho sujeto o exponer el sujeto a un inhibidor de GIBsPLA2.

En la solicitud también se describe un método para estimular el sistema inmunoldgico de un sujeto que lo necesita,
comprendiendo dicho método la vacunacion del sujeto contra GIBsPLA2.

En la solicitud también se describe un antigeno de GIBsPLA2 para su uso para vacunar a un sujeto que lo necesita.

En la solicitud también se describen métodos para diagnosticar la inmunodeficiencia humana asociada con una
alteracion de las células T CD4. En algunas realizaciones, los métodos comprenden (a) proporcionar una muestra
que contiene un fluido corporal, preferiblemente plasma procedente de un sujeto, y (b) detectar la presencia de
GIBsPLA2 en la muestra. En algunas realizaciones de los métodos, la inmunodeficiencia es una inmunodeficiencia
asociada con una infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). En algunas realizaciones, el método
comprende poner en contacto la muestra con un anticuerpo especifico para GIBsPLA2. En algunas realizaciones de
los métodos, la presencia de GIBsPLA2 en la muestra se detecta mediante un ensayo de inmunoabsorcién ligado a
enzimas (ELISA).

En otro aspecto, la invencion describe métodos para identificar candidatos a agentes terapéuticos para la
inmunodeficiencia. En algunas realizaciones, la inmunodeficiencia esta asociada con una alteracién en las células T
CD4. En algunas realizaciones de los métodos, la inmunodeficiencia humana asociada con una alteracién en las
células T CD4 estd provocada por una infeccion virica, en particular una infeccion por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH). En algunas realizaciones, los métodos comprenden: (a) poner en contacto
linfocitos T CD4 con GIBsPLA2 en presencia de un agente, (b) medir la activacion de células T CD4 inducida por
GIBsPLA2, y (c) comparar el nivel de activacion de células T CD4 inducida por GIBsPLA2 en presencia del agente,
con el nivel de activacion de células T CD4 inducida por GIBsPLA2 en ausencia del agente. En algunas
realizaciones de los métodos, si el nivel de activacion de células T CD4 inducida por GIBsPLA2 en presencia del
agente es menor que el nivel de activacién de células T CD4 inducida por GIBsPLA2 en ausencia del agente,
entonces el agente se identifica como candidato a agente terapéutico para la inmunodeficiencia. En algunas
realizaciones de los métodos, si el nivel de activacion de células T CD4 inducida por GIBsPLA2 en presencia del
agente no es menor que el nivel de activacion de células T CD4 inducida por GIBsPLA2 en ausencia del agente,
entonces el agente se identifica como candidato a agente terapéutico inmunosupresor. En algunas realizaciones, los
métodos comprenden medir la activacion de células T CD4 inducida por GIBsPLA2 mediante la determinacién del
namero de MMD por célula T CD4. En algunas realizaciones, los métodos comprenden medir la activacion de
células T CD4 inducida por GIBsPLA2 mediante la determinacion del diametro promedio de los MMD en células T
CD4. En algunas realizaciones, los métodos comprenden medir la activacion de células T CD4 inducida por
GIBsPLA2 mediante la determinacién de la capacidad de respuesta a IL-7 de células T CD4.

En otro aspecto, la invencién se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un inhibidor de GIBsPLA2 y
un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable, segin se define en las reivindicaciones.

En otro aspecto, la invencidon describe una composicion de vacuna que comprende un antigeno de GIBsPLA2 (por
ejemplo, una proteina de GIBsPLA2 inmunogénica, o uno de sus fragmentos que contiene un epitopo), un vehiculo o
excipiente farmacéuticamente aceptable y, opcionalmente, un adyuvante. En una realizacion preferida, el antigeno
de GIBsPLA2 es una proteina de GIBsPLA2, o uno de sus fragmentos, tratada para (i) aumentar su
inmunogenicidad en sujetos humanos y/o (ii) reducir su actividad bioldgica.

La invencién puede usarse en cualquier mamifero. Resulta particularmente adecuada para su uso en sujetos
humanos. Puede emplearse para aumentar la respuesta inmunolégica en cualquier mamifero y esta particularmente
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adaptada para inducir una potente actividad de células T CD4 en sujetos inmunodeprimidos.
Breve descripcion de los dibujos

Las figuras 1a a 1e demuestran que, antes de cualquier estimulacion, las células T CD4 procedentes de VP
muestran un estado de activacion aberrante con muchos microdominios de membrana grandes que no se ven
afectados por la IL-7.

(a) Los microdominios de membrana (MMD) se marcan con la subunidad B de la toxina del célera (CtxB-AF488) y se
analizan mediante microscopia STED. De arriba abajo, células T CD4 purificados a partir de HD, VP y células T de
HD activadas con PHA (40 pg/ml, 30 min). Para cada grupo, se muestra la mitad superior de una célula T CD4
representativa antes y después de una estimulacion con IL-7 (2 nM, 15 min) a partir de series de imagenes de
apilamiento en Z. Los linfocitos T CD4 también se trataron con colesterol oxidasa (COasa, 31 pM, 25 min) mas
esfingomielinasa (SMasa, 2,7 uM, 5 min) antes de la estimulacion con IL-7.

(b, c) Se contaron los MMD sobre la superficie completa de las células T CD4 purificadas. Se estudié un promedio
de 50 células. (b) Células de HD antes (HDc: NS) y después de una estimulacién con IL-7 (HDc: IL-7). (c) Células de
VP antes (VPc: NS) y después de una estimulacién con IL-7 (VPc: IL-7), células de HD activadas con PHA antes
(HDc: PHA) y después de una estimulacién con IL-7 (HDc: PHA/IL-7).

(d, ) Se midié el tamarfio de MMD en la superficie de células T CD4 purificadas (d) células de HD estimuladas con
IL-7 (HDc: IL-7), (e) células de VP estimuladas con IL-7 (VPc: IL-7) y células de HD preactivadas con PHA y
estimuladas con IL-7 (HDc: IL-7).

Las figuras 2a a 2c demuestran que las cadenas de IL-7R procedentes de células T CD4 de VP estan introducidas
en microdominios resistentes a detergentes ("detergent-resistant microdomains", DRM) que no se ven afectados por
la IL-7. Se lisaron linfocitos T CD4 purificados (Triton X-100 al 0,5%) y se cargaron 200 pl del lisado en un gradiente
de sacarosa al 5-40%. Después de 16 h de centrifugacién (50 krpm) a 4 °C, se recogieron 18 fracciones (n.? 1
izquierda = tubo superior = sacarosa al 5%; n.? 18 derecha = tubo inferior = sacarosa al 40%). Cada fraccion se
analiz6 con SDS-PAGE (acrilamida-bis al 7%). Se detectaron la flotilina, IL-7R alfa y gamma-c mediante
inmunotransferencia (10).

(a) Se usé la flotilina como marcador para indicar las fracciones de baja densidad que se corresponden con DRM y
las fracciones de alta densidad fuera de las balsas.

(b) Se muestran las bandas de IL-7Ralfa y (c) gamma-c para células T CD4 de HD no estimuladas purificadas (HDc:
NS), células de HD estimuladas con IL-7 (HDc:IL-7), células de VP no estimuladas (VPc:NS), y células de HD
activadas con PHA (HDc:PHA).

Las figuras 3a a 3e demuestran que la funcién de IL-7R esta alterada en los microdominios de membrana de células
T CD4 de VP.

(a) Se midieron las tasas de difusion eficaz bidimensional Der para IL-7Ralfa como se revela en la figura 7. También
se midieron las tasas de difusion después de afadir diversos farmacos: COasa (31 yuM, 30 min) mas SMasa (2,7 uM,
5 min) (CO/SM), Col (10 uM, 30 min) mas CitD (20 pM, 30 min) (CitD/Col), o0 en presencia de todos estos inhibidores
(todos). Se estudiaron células T CD4 procedentes de HD (HDc) y VP (VPc), asi como células T CD4 de HD
activadas con PHA (HDc: PHA). Las barras indican PEE para 5 experimentos independientes. En la figura 8 se
ofrecen mas datos experimentales.

(b) Se realizé la fosforilacién inducida por IL-7 y la translocacion nuclear de STAT5 usando fosfo-STAT5 de conejo
marcados con anti-Atto642 de conejo de cabra y se analizaron mediante microscopia de STED pulsada (cortes de
0,5 pm). Los experimentos implicaron a células T CD4 de HD no estimuladas purificadas (HDc: NS), células T CD4
de HD estimuladas con IL-7 (HDc:IL-7), células T CD4 de VP no estimuladas (VPc:NS), y células T CD4 de VP
estimuladas con IL-7 (VPc:IL-7), células T CD4 de HD activadas con PHA (HDc:PHA), y células T CD4 de HD
activadas con PHA estimuladas con IL-7 (HDc:PHA/IL-7). En el panel izquierdo se muestran los efectos de la
colchicina mas citocalasina D.

(c, d, e) Después de la estimulacién con IL-7, se midié la cinética de la aparicién de fosfo-STATS en el citoplasma 'y
la acumulacién en el nucleo usando el programa informatico Imaged. (c) Células T CD4 de HD (linea negra) y
células T CD4 de HD tratadas con Col mas CitD (linea azul), (d) células T CD4 de VP (linea roja) y (e) células T CD4
de HD activadas con PHA (linea verde).

Las figuras 4a a 4d demuestran que el plasma procedente de VP induce un patron de activacién aberrante en
células T CD4 de HD, segun se mide mediante el nimero de MMD.

(a) Se muestran imagenes representativas de células T CD4 de HD tratadas con plasma (al 10%) procedente de
pacientes VP (HDc: VPp), HIC (HDc: HICp) o ART (HDc: ARTp). Los MMD se tifieron con la toxina del célera (CtxB-
AF488). Para cada grupo, se muestra la mitad superior de una célula T CD4 representativa procedente de imagenes
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de apilamiento en Z antes (izquierda) y después de una estimulacion con IL-7 (2 nM, 15 min) (derecha).

(b) MMD inducidos en la superficie de células T CD4 (HDc) por plasmas (al 10%) procedentes de 5 VP diferentes
(VPp1 a VPp5). Los resultados se obtuvieron del analisis de 50 células antes (blanco) y después (azul) de una
estimulacién con IL-7. Se muestran los cuartiles y los valores promedio.

(c) Comparacion de los efectos de plasmas procedentes de HD (HDp), pacientes VP (VPp), HIC (HICp) y ART
(ARTp) después (azul) y antes (blanco) de una estimulacién con IL-7.

(d) Dosis (del 0,01% al 10%)-respuesta obtenida con los plasmas descritos en ¢. Se muestra el nimero de MMD
inducidos en la superficie de células T CD4 HDc. El efecto del plasma de VP se muestra como una linea roja lisa.

Las figuras 5a a 5d demuestran que el plasma procedente de VP inhibe la fosforilacién de STAT5 inducida por IL-7 y
la translocacion nuclear de fosfo-STAT5 en linfocitos T CD4 de HD.

(a) Antes de la estimulacion con IL-7, las células T CD4 de HD se preincubaron con plasma (al 10%). A la
fosforilacion inducida por IL-7 y la translocacion nuclear de fosfo-STATS le siguié una microscopia de STED pulsada
(cortes de 0,5 um). Se estudiaron los siguientes plasmas (al 10%): control (HDc: NS), pacientes VP (HDc: VPp), HIC
(HDc: HICp) y ART (HDc: ARTp).

(b) Analisis de fosfo-STATS5 recuperado en el citoplasma (azul) y nicleo (rojo) de células T CD4 de HD estimuladas
con IL-7 pretratadas con plasmas procedentes de 5 VP diferentes (al 10%).

(c) Comparacion de los efectos de la preincubacion del plasma (al 10%) sobre células T CD4 de HD estimuladas con
IL-7. El plasma procedia de HD (HDp), pacientes VP (VPp), HIC (HICp) y ART (ARTp)

(d) Dosis (0,01%-0%)-respuesta obtenida con los plasmas, medida mediante la inhibicion de la translocacién nuclear
de fosfo-STATS en células T CD4 de HD estimuladas con IL-7. El efecto del plasma de VP se muestra como una
linea roja lisa.

Las figuras 6a a 6d muestran la caracterizacién molecular del factor inductor del estado refractario ("Refractory state
Inducing Factor", RIF) recuperado a partir de plasma de VP.

(a) Tratamiento de plasma de VP con tripsina, DNasa, RNasa y PNGasa. Se sigui6 la actividad RIF midiendo el
nuamero de MMD y los efectos sobre fosfo-STATS nuclear inducido por IL-7 en células T CD4 de HD.

(b) Se midié el PM de RIF mediante filtracién en gel en una columna Sephadex G100. Se sigui6 la actividad RIF en
células T CD4 de HD midiendo el nimero de MMD inducidos por las diferentes fracciones de la columna (curva roja
gruesa). Cada fraccion también se ensay6 para la presencia de proteinas viricas mediante una transferencia por
puntos usando anticuerpos policlonales procedentes de plasma de VP. Se ha restado el fondo obtenido con plasma
de HD. Los experimentos se repitieron tres veces.

(c) También se midié6 el PM de RIF mediante filtracion en gel en una columna Sephadex G100, y se siguié su
actividad mediante la inhibicién de fosfo-STAT5 inducido por IL-7, segun se midi6 mediante FACS. Se registraron los
porcentajes del maximo de fosfo-STAT5 inducido por IL-7. También se indica la cantidad de proteina en cada
fraccion. Los experimentos se repitieron dos veces.

(d) Se midié el punto isoeléctrico como sigue. El RIF eluido de la columna Sephadex G100 se cargd en una columna
de intercambio aniénico (MonoQ) o catiénico (MonoS). La actividad de RIF se eluyé mediante tampones con pH
graduado. Se representd graficamente el nimero de MMD en células T CD4 de HD frente al pH.

Las figuras 7a a 7c muestran un analisis en gel bidimensional del sefialosoma de IL-7 en células T CD4 procedentes
de HD, VP y células HD estimuladas con IL-7. (a) Células T CD4 de HD no estimuladas ("non-stimulated", NS). (b)
Células T CD4 de VP. (c) Células T CD4 de HD estimuladas con IL-7.

Las figuras 8a a muestran un analisis de la tasa de difusién de IL-7Ralfa en la superficie de células T CD4
purificadas procedentes de HD, VP y células HD estimuladas con PHA. (a, d) En la superficie de células T CD4 de
HD, (b, e) en la superficie de células T CD4 de VP, (c, f) en la superficie de células T CD4 de HD preactivadas con
PHA (1 pg/ml). (g) Esquema del mecanismo de la difusion de IL-7Ralfa introducidas en MMD antes y después de un
tratamiento con inhibidores de MMD o inhibidores del citoesqueleto.

Las figuras 9a a 9d muestran una representacion esquematica del modo de accién hipotético de RIF sobre células T
CD4 de HD y el mecanismo de la falta de respuesta a IL-7. El RIF induce MMD anémalos que no son funcionales.
Por tanto, el sefalosoma de IL-7 se altera, y las células siguen sin responder a la citoquina, al igual que en las
células T CD4 de VP. Los patrones de activaciéon aberrante y los defectos de sefalizacion en células T CD4 de HD
inducidas por RIF y en células T CD4 de VP son indistinguibles. La parte izquierda del esquema ilustra las diferentes
etapas en los mecanismos de la transduccion de sefales de IL-7 en HD (10, 12).

(a) En células T CD4 en reposo, antes del reconocimiento de IL-7, las cadenas de IL-7R estan asociadas, pero sus
5
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dominios intracitoplasmicos estdn muy separados, y las moléculas de sefalizacion Jaki y Jak3 no estan
interactuando.

(b) En células T CD4 activadas con IL-7, el IL-7R se compartimentaliza en MMD normales (90 nm de diametro) y el
sefialosoma se hace funcional. Después de la organizacion del citoesqueleto, STAT5A y STAT5B se fosforilan en
contacto con los complejos de IL-7R/Jak1/Jak3, y después migran al nlcleo moviéndose a lo largo de los
microtubulos, tal como se ha analizado previamente (12).

La parte derecha del esquema ilustra el mecanismo de accién hipotético de RIF. EI mecanismo de accién propuesto
se deriva de datos preliminares y la comparacion de los defectos inducidos por RIF con las alteraciones
caracterizadas en células T CD4 procedentes de VP (datos no publicados).

(c) El RIF induce muchos MMD grandes anémalos. Los IL-7R se introducen en MMD andmalos y se altera su
capacidad para inducir un sefialosoma funcional.

(d) Las células T CD4 de HD tratadas con RIF no responden a IL-7. Jak1 y Jak3 fosforilan a STAT5, aunque con
cinética reducida, pero fosfo-STAT5 no migra al nicleo debido a la falta de organizacion del citoesqueleto y de los
microtubulos.

Los paneles a, b, ¢ y d muestran imagenes de microscopia de STED de MMD marcados con CtxB: AF488 (la mitad
de la pila del apilamiento en Z procedente de CW-STED). Los paneles b y d muestran tubulina tefida con
antitubulina de conejo/anti-Atto642 de conejo de cabra, actina tefiida con antiactina de ratén/anti-Chr494 de raton de
cabra, y fosfo-STATS5 tefiido con anti-fosfo-STAT5 de conejo/anti-Atto642 de conejo de cabra. La microscopia de
STED pulsada muestra un corte de 0,5 pm de células T CD4 permeabilizadas con metanol. Después de la
estimulacién con IL-7, la actina en el area citoplasmica de MMD de linfocitos T CD4 de HD tratados con RIF no se
concentra en forma de almohadillas estructuradas y no forma una corteza que rodea al nucleo, a diferencia de lo que
sucede en HD. Ademas, la tubulina en estas células T CD4 de HD tratada con RIF, al igual que en células T CD4 de
VP, no forma microtlbulos, sobre los cuales se ha establecido la hipétesis de que son varillas cruciales que forman
puentes entre el citoplasma y la membrana nuclear y, por tanto, son fundamentales para la translocacion nuclear de
STATS.

Resumen de los defectos: Los numeros dentro de circulos 1, 2, 3 y 4 indican las diferentes etapas defectuosas
relacionadas con el patron de activacién aberrante y la falta de respuesta a IL-7 en células T de HD tratadas con
RIF: (1) patron de proteinas anomalo de complejos de sefalizacion, segin se describe mediante geles
bidimensionales, (2) estructuras de membrana andémalas, tales como MMD grandes, tal como puede observarse
mediante microscopia de STED, (3) organizacion del citoesqueleto anémala, segun se mide mediante cinética de
difusion y microscopia de STED, y (4) intermedios de sefializacion anémalos e inhibicion de la translocacion nuclear
de fosfo-STATD, tal como se demuestran mediante microscopia de STED.

Figura 10: PLA2sGIB inhibe la translocacion nuclear de PStat5 inducida por IL-2 en células T CD4 de donantes
sanos ("healthy donors", HD): Células T CD4 en reposo purificadas a partir de 4 donantes sanos se trataron durante
30 minutos a 37 °C con 3% 0 1% de plasma procedente de 5 VP (VP63, VP68, VP69, VP74 y VP75) y de 3 HD,
usados como control. Cuando se indica, se estimularon con IL-2 2 nM durante 15 minutos a 37 °C. Se muestra el
porcentaje de células positivas para PStat5 nuclear, con el promedio y la DE, en células T CD4 completas (a) y en
células T CD4+ CD25+ (b), antes (puntos azules) y después de una estimulacién con IL-2 (puntos rojos). Se observo
la localizacion intracelular de PStat5 usando microscopia confocal de barrido de laser (LSM 700, Zeiss) después de
una tincién indirecta con anti-PStat5 humano de conejo (pY694), seguido de anti-lgG-Die light 405 de conejo de
burro. Las células T CD4 totales se tifieron con anti-b-tubulina humana de cabra, seguido de anti-lgG-AF555 de
cabra de burro. Las células T CD4 CD25+ se localizaron con anti-CD25 humana de raton, seguido de anti-IlgG-
AF488 de ratdn de burro.

Figura 11: PLA2sGIB inhibe la translocaciéon nuclear de PStat6 inducida por IL-4 en células T CD4 de donantes
sanos (HD): Células T CD4 en reposo purificadas a partir de 4 donantes sanos se trataron durante 30 minutos a 37
°C con 3% o 1% de plasma procedente de 5 VP (VP63, VP68, VP69, VP74 y VP75) y de 3 HD, usados como
control. Cuando se indica, se estimularon con IL-4 2 nM durante 15 minutos a 37 °C. Se muestra el porcentaje de
células positivas para PStat6 nuclear, con el promedio y la DE, en células T CD4 completas, antes (puntos azules) y
después de una estimulacion con IL-2 (puntos rojos). Se observé la localizacion intracelular de PStaté usando
microscopia confocal de barrido de laser (LSM 700, Zeiss) después de una tincion indirecta con anti-PStaté humano
de conejo (pY694), seguido de anti-lgG-AF488 de conejo de cabra. Las células T CD4 totales se tifieron con anti-a-
tubulina humana de ratén, seguido de anti-lgG-AF647 de raton de cabra.

Figura 12: Ausencia de actividad de pPLA2GIB H48Q mutante.

Figura 13: Comparacion de la actividad de PLA2 GIB porcino clonado de tipo salvaje y de su mutante H48Q. A:
Induccion de microdominios de membrana anémalos ("abnormal Membrane Microdomains”, aMMD); B: Efecto de la
translocacion nuclear inducida por IL-7 de fosfo-STAT5 (NT de pSTATS5).
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La figura 14 muestra el tratamiento de plasma procedente de pacientes virémicos con anticuerpos anti-PLA2 GIB de
cabra acoplados con esferas de Sepharose. Verde: VP68; rosa: VP69; azul: VP LJT. Después de un tratamiento (30
min a temperatura ambiente), los plasmas se ensayaron:

a. Se midi6 el porcentaje de células T CD4 que muestran MMD anémalos/célula después de una tinciéon con la
toxina B del célera (CtxB-AF488).

b. Se midid la translocacién nuclear de pSTAT5 después de una estimulacion con IL-7 y se cont6 el porcentaje de
nucleos positivos.

Figura 15: Efecto de los anticuerpos anti-PLA2 GIB sobre la induccién de aMMD y la inhibicion de NT pSTATS.

Figura 16: El receptor de PLA2G1B soluble de raton (sMR) inhibe la actividad de PLA2G1B humano (huPLA2GIB)
sobre la respuesta a IL-7 de células T CD4 procedentes de donantes sanos, expresado como el porcentaje de
células positivas a la translocacién nuclear de PStat5. El restablecimiento de la respuesta se calcula como:

100 x (% de células positivashuais:smr - % de células positivashucis)/(% de células positivasSmedio de cuttivo - % de células
positivashuais)

La figura 17 demuestra que el plasma procedente de pacientes que no responden a CD4 (CD4-NR) induce MMD
aberrantes en células T CD4 de HD. (a) Imagenes de células T CD4 de HD tratadas con plasma (al 1%) procedente
de un paciente CD4-NR obtenidas usando microscopia de iluminacion estructurada ("Structured lllumination
Microscopy”, SIM). Los MMD se tifieron con toxina B del célera (CtxB-AF488). Se muestra una proyeccion de
imagenes de apilamientos en Z de una célula T CD4 representativa. Después de la estimulacion con IL-7 (2 nM, 15
min) no se produjo ninguna modificacién de la imagen (derecha), (b) Curva de dosis-respuesta (del 0,0001% al 1%)
obtenida con plasmas procedentes de 5 pacientes CD4-NR (curva azul, promedio y DE) y de un paciente virémico
representativo (curva roja). EI nimero de MMD andmalos inducidos en la superficie de células T CD4 de HD.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere a composiciones y métodos para modular el sistema inmunolégico en un sujeto que
lo necesita. Mas en concreto, la invencion describe la identificacion de GIBsPLA2 como factor endégeno clave de la
respuesta inmunoldgica y proporciona nuevos métodos y composiciones terapéuticos y de diagndéstico basados en la
modulacion de este factor.

Una hipotesis de la presente invencion es que la activacion cronica del sistema inmunolégico en pacientes
infectados por VIH es anémala y conduce a las células T CD4 a un estado aberrante de activacion/diferenciacién
que no responde a las citoquinas gamma-c implicadas en el control de muchos aspectos de las defensas
inmunoldgicas y la homeostasis del compartimento de CD4, a pesar del hecho de que mas del 99,5% de las células
T CD4 procedentes del compartimento periférico no estan infectadas. Esta hipétesis fue evaluada por los inventores,
y la presente invencién aclara la naturaleza y la importancia de este estado de activacion aberrante.

De modo mas especifico, en un primer aspecto, la presente invencion demuestra que las caracteristicas de este
estado pueden resumirse como sigue: 1) antes de cualquier estimulacion, todas las células T CD4 en pacientes
infectados por VIH virémicos (VP) poseen numerosos MMD grandes sobre su superficie, 2) estos MMD andémalos
secuestran todas las cadenas IL-7Ralfa y gamma-c de las células, y 3) este secuestro de las cadenas en MMD
andmalos altera su capacidad para inducir la formacién de un sefalosoma funcional, 4) esto conduce a un frenado y
una reduccién de la fosforilacion de STAT5, y 5) una reduccién de la importacién nuclear de fosfo-STAT5. Este
patron anémalo de MMD preexistentes sobre la superficie de linfocitos T CD4 de VP tiene miltiples consecuencias y
es un mecanismo basico que explica las diversas manifestaciones de la inmunodeficiencia en pacientes infectados
por VIH. La pérdida de respuesta a IL-7 es un factor importante que explica parcialmente la linfopenia de CD4
observada. La pérdida persistente de estas células en VP (debido a su sensibilidad a la apoptosis y su destruccién
por la proliferacién a bajo nivel, pero continua, de virus) no puede compensarse a pesar de los mayores niveles de
IL-7. Ademas, puesto que los MMD andmalos secuestran todas las cadenas gamma-c en un estado no funcional,
esto bloquea la funcion de las otras citoquinas en esta familia.

La presente invencion describe ademas la identificacion del factor endégeno clave responsable de este estado
andmalo del sistema inmunolégico en sujetos infectados y, mas en general, responsable de una drastica modulacion
de la respuesta inmunoldgica en diversos trastornos patofisiolégicos. En efecto, las muestras de plasma procedentes
de VP demostraron contener una actividad (denominada RIF) que es capaz de inducir una activacién aberrante de
linfocitos T CD4 de donantes sanos (HD). Se encontr6 RIF en todas las muestras de plasma de los VP examinados.
La importancia patofisiolégica de esta actividad se demuestran por su ausencia en pacientes controladores de VIH
("HIV Controller", HIC), en los que el sistema IL-7/IL-7R es normal y la activacién inmunolégica es beneficiosa. El
RIF también esta ausente del plasma de pacientes ART que tienen disminuida su activacion inmunoldgica, una
funcion de IL-7R restablecida y unos recuentos de CD4 recuperados > 500 / mm3 (5).

Por tanto, RIF representa un factor importante que controla la respuesta inmunolégica, en particular a través de la
modulacion de los linfocitos T CD4. Resulta notable que RIF induce un patron de activacion aberrante en células T
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CD4 de HD que es indistinguible del observado directamente ex vivo en células T CD4 de VP purificadas. La
invencion también demuestra que RIF es la fosfolipasa A2 segregada del grupo | B ("PLA2 GIB"). Los resultados
descritos en esta solicitud demuestran que (i) la sobreexpresién de PLA2 GIB conduce a una potente
inmunosupresion, y que (i) la inhibicion de PLA2 GIB conduce a un notable aumento o estimulacion de la funcién
inmunoldgica. Los inhibidores de GIBsPLA2 fueron capaces de corregir el estado inapropiado de las células
inmunolédgicas en plasma procedente de sujetos y, por tanto, pueden usarse para tratar (por ejemplo, prevenir,
corregir) la inmunodeficiencia o los trastornos inmunolégicos en mamiferos. La inhibicién de GIBsPLA2 también
puede inducir, estimular o ayudar a mantener los recuentos y la funcién de células T CD4 vy, con ello, ayudar a
estimular respuestas inmunolégicas eficaces en pacientes. En particular, en pacientes infectados por VIH, puede no
administrarse ART, o puede suspenderse, cuando se alcanza un equilibrio entre las defensas inmunoldgicas del
paciente y el virus. Si existe ART, administrado en momentos muy tempranos después de la infeccién, tal como
sugieren estudios recientes, y se combina con inhibidores de RIF, esto podria evitar cualquier alteracién inducida por
RIF del sistema inmunolégico. Ademas, en el contexto de algunos fracasos actuales de ART, los pacientes con
bajos recuentos de CD4 después de ART prolongada pueden beneficiarse de estos inhibidores. Por consiguiente, la
invencion proporciona métodos para tratar un sujeto mediante la modulacién de la expresion o actividad de
GIBsPLA2 en el sujeto. Mas en concreto, la invencion proporciona un método para modular una respuesta
inmunoldgica en un sujeto que lo necesita, que comprende modular la actividad o la expresién de GIBsPLA2 en
dicho sujeto.

Los datos proporcionados en los ejemplos también demuestran que la presencia de RIF en el plasma de un sujeto
indica el estado de patogénesis inducido por VIH de las células T CD4. Por consiguiente, la invencién proporciona
métodos para controlar y/o diagnosticar una infeccion por VIH en un sujeto mediante la deteccién del nivel de RIF en
el plasma del sujeto, entre otras cuestiones.

Los datos proporcionados en los ejemplos demuestran ademas que el nimero y/o el tamafo de los microdominios
de membrana (MMD) en las células T de un sujeto indican el estado de patogénesis inducido por VIH de las células
T CD4. Por consiguiente, esta descripcion proporciona ademas métodos para controlar y/o diagnosticar una
infeccion por VIH en un sujeto mediante la medicién del nimero y/o tamano de los microdominios de membrana
(MMD) en las células T del sujeto, entre otras cuestiones.

Los datos proporcionados en los ejemplos también indican un papel del RIF en la creacion y/o el mantenimiento del
estado de enfermedad de células T CD4 en sujetos infectados por VIH. Por consiguiente, esta descripcién
proporciona ademas métodos para identificar un candidato a agente terapéutico para el VIH que incluyen medir la
activacion de células T CD4 inducida por RIF en presencia de un agente. En algunas realizaciones, los métodos
comprenden comparar el nivel de activacion de células T CD4 inducida por RIF en presencia del agente con el nivel
de activacion de células T CD4 inducida por RIF en ausencia del agente.

Definiciones

La expresién "identidad de secuencia", aplicada a secuencias de acidos nucleicos o proteinas, se refiere a la
cuantificacion (normalmente, porcentaje) de correspondencias de nucleétidos o restos aminoacidos entre al menos
dos secuencias alineadas usando un algoritmo estandarizado, tal como el alineamiento Smith-Waterman (Smith y
Waterman (1981), J. Mol. Biol., 147:195-197), CLUSTALW (Thompson et al. (1994), Nucleic Acids Res., 22:4673-
4680), o BLAST2 (Altschul et al. (1997), Nucleic Acids Res., 25:3389-3402). Puede emplearse BLAST2 de una
manera estandarizada y reproducible para insertar huecos en una de las secuencias para optimizar el alineamiento y
para lograr una comparacién mas significativa entre ellas.

Tal como se emplea en la presente, "tratamiento” o "tratar" se refiere a una intervencién clinica para intentar alterar
el desarrollo natural del individuo que se esta tratando, y este puede realizarse con fines preventivos o curativos. Los
efectos deseables del tratamiento incluyen, pero no se limitan a evitar la aparicién o la recurrencia de una
enfermedad, el alivio de los sintomas, la disminucion de cualquier consecuencia patoldgica directa o indirecta de la
enfermedad, prevenir la metastasis, disminuir la velocidad de avance de la enfermedad, mejorar o paliar el estado de
enfermedad, y la remisién o una mejor prognosis. En algunas realizaciones, las composiciones y los métodos de la
invencion se usan para retrasar el desarrollo de una enfermedad o un trastorno o para frenar el avance de una
enfermedad o un trastorno.

El término "aislado", tal como se emplea en la presente, se refiere a moléculas (por ejemplo, acidos nucleicos o
aminoacidos) que se retiran de un componente de su entorno natural, se aislan o se separan, y que estan al menos
60% exentas, preferiblemente 75% exentas y lo mas preferiblemente 90% exentas de otros componentes con los
que estan asociados en la naturaleza. Un polipéptido (o proteina) "aislado" es, por ejemplo, un polipéptido separado
de un componente de su entorno natural y, preferiblemente, purificado hasta mas del 90% o 95% de pureza seguln
se determina, por ejemplo, mediante migracién electroforética (por ejemplo, SDS-PAGE, enfoque isoeléctrico
("isoelectric focusing", IEF), electroforesis capilar) o cromatografica (por ejemplo, HPLC de fase inversa o de
intercambio idnico). Un &cido nucleico "aislado” se refiere a una molécula de acido nucleico separada de un
componente de entorno natural y/o ensamblada en una construccion diferente (por ejemplo, un vector, médulo de
expresion, hospedante recombinante, etc.).
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Un "acido nucleico que codifica un anticuerpo anti-GIBsPLA2" se refiere a una o mas moléculas de acidos nucleicos
que codifican cadenas pesadas y ligeras (o sus fragmentos), incluyendo dichas una o mas moléculas de &cidos
nucleicos en un Unico vector o en vectores distintos y dichas una o mas moléculas de acidos nucleicos presentes en
una o mas localizaciones en una célula hospedante.

Un "sujeto" se refiere a un mamifero. Los ejemplos de mamiferos incluyen seres humanos y animales no humanos,
tales como, sin limitacion, animales domesticados (por ejemplo, vacas, ovejas, gatos, perros y caballos), primates no
humanos (tales como monos), conejos y roedores (por ejemplo, ratones y ratas).

La "modulacién de una respuesta inmunolégica” indica, dentro del contexto de la invencién, cualquier modificacion
de la cantidad o la actividad o la proporcion de células inmunolégicas, preferiblemente leucocitos (por ejemplo,
linfocitos T, linfocitos B, NK, células NKT, macrofagos, células dendriticas). En una realizaciéon particular, la
modulacion de una respuesta inmunolégica incluye la modulacion de la cantidad o la actividad de linfocitos T,
preferiblemente linfocitos T CD4.

Factor inductor del estado refractario (RIF) o fosfolipasa A2 del grupo 1B

El término RIF se usa de modo intercambiable con fosfolipasa A2 del grupo IB, GIBsPLA2 (o PLA2 GIB). La
fosfolipasa A2 del grupo IB es una proteina segregada que tiene un PM de aproximadamente 15 kDa y un punto
isoeléctrico de aproximadamente 6,5 a aproximadamente 8,0.

Dentro del contexto de la presente invencion, el término "GIBsPLA2" o la expresion "fosfolipasa A2 del grupo IB"
indica cualquier proteina de GIBsPLA2 nativa procedente de cualquier fuente de vertebrado, incluyendo mamiferos,
tales como primates (por ejemplo, seres humanos) y roedores (por ejemplo, ratones y ratas), a menos que se
indique lo contrario. El término incluye GIBsPLA2 no procesada "de longitud completa", asi como cualquier forma de
GIBsPLA2 que surge del procesamiento dentro o fuera de una célula. El término también incluye los variantes
naturales de GIBsPLA2, por ejemplo, variantes de corte y empalme o variantes alélicos.

A continuacion, se muestra la secuencia de aminodcidos de un ejemplo de GIBsPLA2 humana (SEQ ID NO:2).

MKLLVLAVLL TVAAADSGIS PRAVWQFRKM IKCVIPGSDP FLEYNNYGCY
CGLGGSGTPV DELDKCCQTH DNCYDQAKKL DSCKFLLDNP YTHTYSYSCS
GSAITCSSKN KECEAFICNC DRNAAICFSK APYNKAHKNL DTKKYCQS

Los aminoacidos 1 a 15 de SEQ ID NO:2 (subrayados) son una secuencia sefal, y los amino4cidos 16 a 22 de SEQ
ID NO:2 (en negrita) son una secuencia de propéptido. La proteina madura se corresponde con los restos
aminodcidos 23-148 de SEQ ID NO:2, que es un ejemplo de proteina de GIBsPLA2 humana procesada.

Los variantes naturales incluyen cualquier proteina que comprende la secuencia de SEQ ID NO:2, o la secuencia de
los restos aminoacidos 23-148 de SEQ ID NO:2, con una o mas de sustituciones, adiciones y/o deleciones de uno o
varios restos aminodacidos (generalmente, 1, 2 o 3), preferiblemente no mas de 10 sustituciones, adiciones y/o
deleciones diferentes de uno o varios (generalmente, 1, 2 o 3) restos aminoacidos. Los variantes naturales tipicos
conservan una actividad biolégica de SEQ ID NO:2.

A este respecto, en algunas realizaciones, GIBsPLA2 presenta al menos una actividad seleccionada de la induccién
de la formacion de microdominios de membrana (MMD) en células T CD4 procedentes de sujetos sanos, o hacer
que las células T CD4 de sujetos sanos sean refractarias a la sefalizacién de interleuquinas, tales como refractarias
a la senalizacion de IL-2 o refractarias a la sefalizacién de IL-7.

En algunas realizaciones, la induccion de la formacion de MMD comprende aumentar el nimero de MMD en células
T CD4 de sujetos sanos hasta al menos aproximadamente 80 por célula, al menos aproximadamente 90 por célula,
al menos aproximadamente 100 por célula, al menos aproximadamente 110 por célula, o al menos
aproximadamente 120 por célula. En una realizacion preferida no limitante, la induccion de la formacién de MMD
comprende aumentar el numero de MMD en células T CD4 de sujetos sanos hasta mas de 100 MMD por célula.

En algunas realizaciones, la induccién de la formacién de MMD comprende estimular la formacion de MMD mas
grandes que los que estarian presentes de otro modo sobre las células T CD4. En algunas realizaciones, la
induccion de la formacién de MMD mas grandes comprende estimular la formacion de MMD que tienen un diametro
de al menos 100 nm, al menos 110 nm, al menos 120 nm, al menos 130 nm, o al menos 140 nm. En una realizacién
preferida no limitante, la induccién de la formacién de MMD mas grandes comprende estimular la formacion de MMD
con un diametro mayor que 120 nm.

En algunas realizaciones, hacer que las células T CD4 de sujetos sanos sean refractarias a la sefalizacion de
interleuquina-7 comprende una reduccién de la fosforilacion de STAT5A y/o B en dichas células en al menos
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aproximadamente 10%, al menos aproximadamente 20%, al menos aproximadamente 30%, o al menos
aproximadamente 40%. En algunas realizaciones, hacer que las células T CD4 de sujetos sanos sean refractarias a
la sefializacion de interleuquina-7 comprende reducir la tasa de translocacion nuclear de fosfo-STAT5A y/o fosfo-
STATS5B en al menos aproximadamente 20%, al menos aproximadamente 30%, al menos aproximadamente 40%, o
al menos aproximadamente 50%.

La actividad GIBsPLA2 puede medirse mediante cualquier método adecuado conocido en la técnica, tal como se
ilustra en los ejemplos o desarrollado después. La actividad GIBsPLA2 puede medirse en una muestra de plasma,
tal como, por ejemplo, una muestra de plasma fraccionada, usando, por ejemplo, ensayos de reclutamiento de
ligandos, inmunoensayos y/o ensayos enzimaticos.

En una realizacién particular, el término GIBsPLA2 indica una proteina humana, en particular una proteina que
comprende SEQ ID NO:2, o uno de sus variantes naturales.

La GIBsPLA2 segun esta descripcién puede estar aislada, purificada y/o ser recombinante. En ciertas realizaciones,
la invencién puede usar, en lugar de una proteina de GIBsPLA2 o ademas de esta, un acido nucleico que codifica
GIBsPLAZ2. El acido nucleico puede ser ADN o ARN, monocatenario o bicatenario.

Un ejemplo de secuencia de acido nucleico que codifica GIBsPLA2 se muestra en SEQ ID NO:1, a continuacién.
ATGAAACTCCTTGTGCTAGCTGTGCTGCTCACAGTGGCCGCCGCCGACAGCGGCATCAGC
CCTCGGGCCGTGTGGCAGTTCCGCAAAATGATCAAGTGCGTGATCCCGGGGAGTGACCCC
TTCTTGGAATACAACAACTACGGCTGCTACTGTGGCTTGGGGGGCTCAGGCACCCCCGTG
GATGAACTGGACAAGTGCTGCCAGACACATGACAACTGCTACGACCAGGCCAAGAAGCTG
GACAGCTGTAAATTTCTGCTGGACAACCCGTACACCCACACCTATTCATACTCGTGCTCT
GGCTCGGCAATCACCTGTAGCAGCAAAAACAAAGAGTGTGAGGCCTTCATTTGCAACTGC

GACCGCAACGCTGCCATCTGCTTTTCAAAAGCTCCATATAACAAGGCACACAAGAACCTG
GACACCAAGAAGTATTGTCAGAGTTGA

Otras moléculas de &acidos nucleicos que codifican una GIBsPLA2 incluyen cualquier variante de SEQ ID NO:1 que
surge de la degeneracion del codigo genético, asi como cualquier secuencia que se hibrida con SEQ ID NO:1 bajo
condiciones rigurosas, mas preferiblemente que tiene al menos 80%, 85%, 90%, 95% 0 mas de identidad de
secuencia con SEQ ID NO:1, y que codifica una proteina de GIBsPLA2.

Método de produccion de GIBsPLA2

La GIBsPLA2 puede producirse mediante cualquier método de expresion de proteinas y método de purificacion
conocidos convencionalmente. Por ejemplo: (i) un método para sintetizar péptidos; (ii) un método para purificarlos y
aislarlos a partir del cuerpo vivo o de células cultivadas; o (i) un método para producirlos con el uso de técnicas de
recombinacion genética; y sus combinaciones y similares (por ejemplo, las técnicas convencionales descritas, por
ejemplo, en Molecular Cloning (Sambrook, J., Fritsch, E. F., Maniatis, T., Cold Spring Harbor Laboratory Press)
(1989), y Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel, F. M., John Wiley and Sons, Inc. (1989)).

En una realizacion particular, la invencion se refiere a un método para producir GIBsPLA2 mediante la expresion de
un acido nucleico codificador en una célula hospedante, y la recoleccion o purificacion de la GIBsPLA2. A este
respecto, la invencion también describe células hospedantes recombinantes que comprenden un acido nucleico que
codifica una GIBsPLA2. Estas células pueden ser procariotas (tales como bacterias) o eucariotas (tales como células
de levadura, células de insecto, células vegetales o células de mamifero). El acido nucleico puede colocarse bajo el
control de cualquier secuencia reguladora adecuada, tal como un promotor, un terminador y similares. Como
alternativa, el &cido nucleico puede insertarse en la célula hospedante en una localizacion en la que la expresién es
dirigida por un promotor enddgeno. Las técnicas para insertar acidos nucleicos en células son muy conocidas en la
técnica.

Modulacién de GIBsPLA2

La invencién proporciona nuevos métodos que comprenden la modulacién de GIBsPLA2 en un sujeto que lo
necesita. El término "modulacién” indica cualquier modificacién del nivel (por ejemplo, expresion) o actividad de
GIBsPLA2 en un sujeto. Ademas, la modulacién indica un aumento o una disminucién de la actividad o nivel
GIBsPLA2. Més preferiblemente, la modulacién indica un cambio en al menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%,
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70%, 80% 0 mas, comparado con una situacion no modulada. Como resultado, la inhibicion de GIBsPLA2 indica
reducir en al menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% o mas la actividad o el nivel de GIBsPLA2, asi
como bloquear o suprimir completamente la actividad o el nivel de GIBsPLA2. A la inversa, la estimulacion de
GIBsPLA2 indica aumentar en al menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% o mas la actividad o el nivel de
GIBsPLA2. Dependiendo de la situacion, la modulacién puede ser transitoria, sostenida o permanente. Ademas, la
modulacion de la actividad incluye modular la cantidad de GIBsPLA2 en el sujeto, en particular en fluidos corporales,
modular la potencia de la proteina (por ejemplo, mediante la modulacién del nivel de cofactores o del sustrato en el
sujeto), y modular la actividad o el nivel de los productos de degradacién producidos por GIBsPLA2.

Inhibicion de GIBsPLA2

En una realizacion particular, la invencion proporciona composiciones y métodos para inhibir GIBsPLA2 en un
sujeto. La inhibicion de GIBsPLA2 puede obtenerse mediante el uso de inhibidores de GIBsPLA2, es decir, cualquier
compuesto que inhiba la expresion o la actividad de GIBsPLA2. Los inhibidores de GIBsPLA2 incluyen inhibidores
de la expresidn, antagonistas, secuestradores, o compuestos que enmascaran la diana. Los tipos de inhibidores de
GIBsPLA2 preferidos incluyen ligandos de GIBsPLA2 (covalentes o no covalentes), anticuerpos anti-GIBsPLA2 (y
sus fragmentos y derivados), acidos nucleicos que codifican anticuerpos anti-GIBsPLA2 (o sus fragmentos y
derivados), acidos nucleicos inhibidores, péptidos, o farmacos pequenos, o sus combinaciones. Como alternativa, o
ademas, la inhibicion de GIBsPLA2 puede obtenerse vacunando un sujeto contra un antigeno de GIBsPLA2, de
modo que son producidos anticuerpos por el sujeto que necesita una inhibicion de PLA2-GIB.

Anticuerpos contra GIBsPLA2
Los ejemplos especificos de inhibidores GIBsPLA2 son anticuerpos que se unen especificamente a GIBsPLA2.

Los anticuerpos pueden ser sintéticos, monoclonales o policlonales, y pueden prepararse mediante técnicas muy
conocidas en la técnica. Estos anticuerpos se unen especificamente a través de sitios de unién al antigeno del
anticuerpo (en oposicion a la uniéon no especifica). Los polipéptidos, fragmentos, variantes, proteinas de fusion, etc.,
de GIBsPLA2 pueden emplearse como inmundgenos en la produccién de anticuerpos que inmunorreaccionan con
ellos. De modo mas especifico, los polipéptidos, fragmentos, variantes, proteinas de fusion, etc., contienen
determinantes antigénico o epitopos que suscitan la formacién de anticuerpos.

Estos determinantes antigénicos o epitopos puede ser lineales o conformacionales (discontinuos). Los epitopos
lineales estan compuestos de una Unica seccion de aminoacidos del polipéptido, mientras que los epitopos
conformacionales o discontinuos estan compuestos de secciones de aminodacidos procedentes de diferentes
regiones de la cadena del polipéptido que se aproximan tras el plegamiento de la proteina (C. A. Janeway, Jr. y P.
Travers, Immuno Biology, 3:9 (Garland Publishing Inc., 22 ed., 1996)). Debido a que las proteinas plegadas tienen
superficies complejas, el numero de epitopos disponibles es bastante numeroso; sin embargo, debido a la
conformacioén de la proteina y a impedimentos estéricos, el nimero de anticuerpos que realmente se unen a los
epitopos es menor que el numero de epitopos disponibles (C. A. Janeway, Jr. y P. Travers, Immuno Biology 2:14
(Garland Publishing Inc., 22 ed., 1996)). Los epitopos pueden identificarse mediante cualquiera de los métodos
conocidos en la técnica. Pueden prepararse anticuerpos policlonales y monoclonales mediante técnicas
convencionales.

Los anticuerpos preferidos de la invencion se dirigen a un epitopo de GIBsPLA2 y/o se han generado mediante
inmunizacién con un polipéptido que comprende un epitopo de GIBsPLA2 seleccionado de: la proteina de GIBsPLA2
madura, un fragmento de GIBsPLA2 que comprende al menos 8 restos aminoacidos consecutivos de SEQ ID NO:2
(o los correspondientes restos de un variante natural de SEQ ID NO:2), y dicho fragmento comprende al menos el
aminoécido 70, el aminoacido 121, el aminoéacido 50, el aminoacido 52, el aminoacido 54, el aminoacido 71, o una
de sus combinaciones. Los anticuerpos de la invencion preferidos se unen a un epitopo comprendido entre los
restos aminoacidos 50-71 de SEQ ID NO:2 o los correspondientes restos de un variante natural de SEQ ID NO:2.

El término "anticuerpos" pretende incluir anticuerpos policlonales, anticuerpos monoclonales, sus fragmentos, tales
como fragmentos F(ab')2 y Fab, fragmentos variables monocatenarios (scFv), fragmentos de anticuerpos de dominio
unico (VHH o nanocuerpos), fragmentos de anticuerpos bivalentes (diacuerpos), asi como cualquier compafiero de
unién producido de modo recombinante y sintético, anticuerpos humanos o anticuerpos humanizados.

Los anticuerpos se definen como de unidn especifica preferiblemente si se unen a GIBsPLA2 con una Ka mayor o
igual a aproximadamente 107 M-1. Las afinidades de los anticuerpos pueden determinarse con facilidad usando
técnicas convencionales, por ejemplo, las descritas en Scatchard et al., Ann. NYAcad. Sci., 51:660 (1949).

Los anticuerpos policlonales pueden generarse con facilidad a partir de una diversidad de fuentes, por ejemplo,
caballos, vacas, burros, cabras, ovejas, perros, pollos, conejos, ratones o ratas, usando procedimientos muy
conocidos en la técnica. En general, la GIBsPLA2 purificada o un péptido basado en la secuencia de aminoacidos de
GIBsPLA2 que esta conjugado de modo apropiado se administra al animal hospedante generalmente a través de
una inyeccion parenteral. La inmunogenicidad de GIBsPLA2 puede potenciarse mediante el uso de un adyuvante,
por ejemplo, adyuvante completo o incompleto de Freund. Después de administrar inmunizaciones de refuerzo, se
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recogen pequenas muestras de suero y se ensayan para la reactividad con el polipéptido de GIBsPLA2. Los
ejemplos de diversos ensayos Utiles para dicha determinacion incluyen los descritos en Antibodies: A Laboratory
Manual, Harlow y Lane (eds.), Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1988; asi como procedimientos, tales como la
inmunoelectroforesis a contracorriente ("countercurrent immuno-electrophoresis”, CIEP), radioinmunoensayos,
radioinmunoprecipitacion, ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA), ensayos de transferencia por
puntos y ensayos de sandwich. Véanse las patentes de EE. UU. n.°® 4.376.110 y 4.486.530.

Pueden prepararse con facilidad anticuerpos monoclonales usando procedimientos muy conocidos. Véanse, por
ejemplo, los procedimientos descritos en las patentes de EE. UU. n.°s RE 32.011, 4.902.614, 4.543.439, y 4.411.993;
Monoclonal Antibodies, Hybridomas: A New Dimension in Biological Analyses, Plenum Press, Kennett, McKeam y
Bechtol (eds.), 1980.

Por ejemplo, los animales hospedantes, tales como ratones, pueden ser inyectados por via intraperitoneal al menos
una vez, y preferiblemente al menos dos veces a intervalos de aproximadamente 3 semanas, con una proteina de
GIBsPLA2 mutante o de tipo salvaje aislada y purificada o un péptido de GIBsPLA2 conjugado, opcionalmente en
presencia de un adyuvante. Después se ensayan los sueros de los ratones mediante una técnica de transferencia
por puntos o de captura de anticuerpos (ABC) convencional para determinar el animal que es el mejor para fusionar.
Aproximadamente dos a tres semanas mas tarde, los ratones reciben un refuerzo intravenoso de proteina o péptido.
Después los ratones se sacrifican, y las células del bazo se fusionan con células de mieloma disponibles en el
mercado, tales como Ag8.653 (ATCC), siguiendo protocolos establecidos. Brevemente, las células de mieloma se
lavan varias veces en medio y se fusionan con células de bazo de ratén a una proporcion de aproximadamente tres
células de bazo a una célula de mieloma. El agente de fusion puede ser cualquier agente adecuado que se emplea
en la técnica, por ejemplo, polietilenglicol (PEG). La fusién se cultiva en placas que contienen un medio que permita
el crecimiento selectivo de las células fusionadas. Después se deja que las células fusionadas crezcan durante
aproximadamente ocho dias. Se recogen los sobrenadantes de los hibridomas resultantes y se afiaden a una placa
que se ha revestido en primer lugar con anti-lg de ratén de cabra. Después de unos lavados, se afiade un marcador,
tal como un polipéptido de GIBsPLA2 marcado, a cada pocillo, seguido de una incubacién. Posteriormente pueden
detectarse los pocillos positivos. Los clones positivos pueden cultivarse en un cultivo en masa y después los
sobrenadantes se purifican en una columna de proteina A (Pharmacia).

Los anticuerpos monoclonales de la descripcion pueden producirse usando técnicas alternativas, tales como las
descritas en Alting-Mees et al., "Monoclonal Antibody Expression Libraries: A Rapid Alternative to Hybridomas",
Strategies in Molecular Biology, 3:1-9 (1990). De modo similar, pueden construirse compaferos de unién usando
técnicas de ADN recombinante para incorporar las regiones variables de un gen que codifica un anticuerpo de unién
especifica. Esta técnica se describe en Larrick et al., Biotechnology, 7:394 (1989).

Los fragmentos de unién al antigeno de dichos anticuerpos, que pueden producirse mediante técnicas
convencionales, también se incluyen en la presente invencion. Los ejemplos de dichos fragmentos incluyen, pero no
se limitan a fragmentos Fab y F(ab')2. También se proporcionan fragmentos de anticuerpos y derivados producidos
mediante técnicas de ingenieria genética.

Los anticuerpos monoclonales de la presente descripcion incluyen anticuerpos quiméricos, por ejemplo, versiones
humanizadas de anticuerpos monoclonales murinos. Estos anticuerpos humanizados pueden prepararse mediante
técnicas conocidas y ofrecen la ventaja de una inmunogenicidad reducida cuando los anticuerpos se administran a
seres humanos. En una realizacién, un anticuerpo monoclonal humanizado comprende la regién variable de un
anticuerpo murino (o solo su sitio de unién al antigeno) y una regién constante derivada de un anticuerpo humano.
Como alternativa, un fragmento de anticuerpo humanizado puede comprender el sitio de unién al antigeno de un
anticuerpo monoclonal murino y un fragmento de region variable (que carece del sitio de union al antigeno) derivado
de un anticuerpo humano. Los procedimientos para la produccion de anticuerpos monoclonales quiméricos y
posteriormente modificados incluyen los descritos en Riechmann et al. (Nature, 332:323, 1988), Liu et al. (PNAS,
84:3439, 1987), Larrick et al. (Bio/Technology, 7:934, 1989), y Winter y Harris (TIPS, 14:139, mayo de 1993).
Pueden encontrarse procedimientos para generar anticuerpos de modo transgénico en el documento GB 2.272.440,
y las patentes de EE. UU. n.%® 5.569.825 y 5.545.806.

Pueden usarse anticuerpos producidos mediante métodos de ingenieria genética, tales como anticuerpos
monoclonales quiméricos y humanizados, que comprenden porciones humanas y no humanas, que pueden
prepararse empleando técnicas de ADN recombinante convencionales. Estos anticuerpos monoclonales quiméricos
y humanizados pueden producirse mediante ingenieria genética utilizando técnicas de ADN convencionales
conocidas en la técnica, por ejemplo, usando los métodos descritos en Robinson et al., publicacién internacional n.°
WO 87/02671; Akira, et al., solicitud de patente europea 0184187; Taniguchi, M., solicitud de patente europea
0171496; Morrison et al., solicitud de patente europea 0173494; Neuberger et al., publicacién internacional PCT n.°
WO 86/01533; Cabilly et al., patente de EE. UU. n.® 4.816.567; Cabilly et al., solicitud de patente europea 0125023;
Better et al., Science, 240:1041-1043, 1988; Liu et al., PNAS, 84:3439-3443, 1987; Liu et al., J. Immunol., 139:3521
3526, 1987; Sun et al., PNAS, 84:214 218, 1987; Nishimura et al., Canc. Res., 47:999-1005, 1987; Wood et al.,
Nature, 314:446-449, 1985; y Shaw et al., J. Natl. Cancer Inst., 80:1553-1559, 1988); Morrison, S. L., Science,
229:1202-1207, 1985; Oi et al., BioTechniques, 4:214, 1986; Winter, patente de EE. UU. n.? 5.225.539; Jones et al.,
Nature, 321:552-525, 1986; Verhoeyan et al., Science, 239:1534, 1988; y Beidler et al., J. Immunol., 141:4053-4060,
12
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1988.

En conexion con los anticuerpos sintéticos y semisintéticos, estas expresiones pretenden cubrir, pero no se limitan a
fragmentos de anticuerpos, anticuerpos de isotipo cambiado, anticuerpos humanizados (por ejemplo, ratén-humano,
humano-ratén), hibridos, anticuerpos que tienen varias especificidades, y moléculas similares a anticuerpos
totalmente sintéticas.

Para aplicaciones terapéuticas, a menudo se prefieren los anticuerpos monoclonales "humanos" que tienen regiones
constantes y variables, para minimizar la respuesta inmunolégica de un paciente frente al anticuerpo. Estos
anticuerpos pueden generarse inmunizando animales transgénicos que contienen genes de inmunoglobulina
humanos. Véase, Jakobovits ef al., Ann. NY Acad. Sci., 764:525-535 (1995).

También pueden prepararse anticuerpos monoclonales humanos contra polipéptidos de GIBsPLA2 construyendo un
banco de inmunoglobulinas combinatorio, tal como un banco de presentacion de fagos de Fab o un banco de
presentacién de fagos de scFv, usando ADNc de cadenas pesadas y cadenas ligeras de inmunoglobulinas
preparadas a partir de un ARNm derivado de los linfocitos de un sujeto. Véase, por ejemplo, McCafferty et al.,
publicacion PCT WO 92/01047; Marks et al. (1991), J. Mol. Biol., 222:581-597; y Griffths et al. (1993), EMBO J.,
12:725-734. Ademds, puede generarse un banco combinatorio de regiones variables de anticuerpos mutando un
anticuerpo humano conocido. Por ejemplo, puede mutarse una region variable de un anticuerpo humano conocido
por unirse a GIBsPLA2, por ejemplo, usando oligonucleétidos mutagenizados alterados aleatoriamente, para generar
un banco de regiones variables mutadas que después puede seleccionarse para la unién a GIBsPLA2. Pueden
encontrarse métodos para inducir una mutagénesis aleatoria dentro de las regiones CDR de cadenas pesadas y/o
ligeras de inmunoglobulina, métodos para cruzar cadenas pesadas y ligeras aleatorizadas para formar parejas, y
métodos de seleccidn, por ejemplo, en Barbas et al., publicacion PCT WO 96/07754; Barbas et al. (1992), Proc. Nat'l
Acad. Sci. USA, 89:4457-4461.

Un banco de inmunoglobulina puede ser expresado por una poblacién de paquetes de presentacion, preferiblemente
derivados de fagos filamentosos, para formar un banco de presentacion de anticuerpos. Pueden encontrarse
ejemplos de métodos y reactivos particularmente adecuados para su uso en la generacion de bancos de
presentacién de anticuerpos, por ejemplo, en Ladner et al., patente de EE. UU. n.® 5.223.409; Kang et al.,
publicacion PCT WO 92/18619; Dower et al., publicacion PCT WO 91/17271; Winter et al., publicacion PCT WO
92/20791; Markland et al., publicacion PCT WO 92/15679; Breitling et al., publicacién PCT WO 93/01288; McCafferty
et al., publicacion PCT WO 92/01047; Garrard et al., publicacion PCT WO 92/09690; Ladner et al., publicacion PCT
WO 90/02809; Fuchs et al. (1991), Bio/Technology, 9:1370-1372; Hay et al. (1992), Hum. Antibod. Hybridomas,
3:81-85; Huse et al. (1989), Science, 246:1275-1281; Criffths et al. (1993), supra; Hawkins et al. (1992), J. Mol. Biol.,
226:889-896; Clackson et al. (1991), Nature, 352:624-628; Gram et al. (1992), PNAS, 89:3576-3580; Garrad et al.
(1991), Bio/Technology, 9:1373-1377; Hoogenboom et al. (1991), Nuc. Acid Res., 19:4133-4137; y Barbas et al.
(1991), PNAS, 88:7978-7982. Tras haber sido presentado sobre la superficie de un paquete de presentacion (por
ejemplo, un fago filamentoso), el banco de anticuerpos se selecciona para identificar y aislar los paquetes que
expresan un anticuerpo que se une a un polipéptido de GIBsPLA2. En una realizacion preferida, la seleccién
principal del banco implica una inmunoadsorcion con un polipéptido de GIBsPLA2 inmovilizado, y se seleccionan los
paquetes de presentacién que expresan anticuerpos que se unen al polipéptido de GIBsPLA2 inmovilizado.

En una realizacion particular, la invencién se refiere a una composicion que comprende un anticuerpo anti-
GIBsPLAZ2 (o uno de sus fragmentos o derivados) y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Los anticuerpos monoclonales anti-fosfolipasa A2-GIB existentes incluyen Mab CH-7 (Labome), MAB5018
(Labome), EPR5186 (Genetex); LS-C138332 (Lifespan) o CABT-17153MH (Creative Biomart). Los ejemplos de
anticuerpos policlonales incluyen, por ejemplo, N1C3, de GeneTex. Tal como se indic6 anteriormente, los
anticuerpos anti-GIBsPLA2 de la invencion preferidos se unen a GIBsPLA2 madura, ain mas preferiblemente a un
epitopo comprendido en un dominio de GIBsPLA2 que comprende un aminodacido seleccionado del aminoacido 70,
aminoacido 121, aminoacido 50, aminoacido 52, aminodacido 54, aminodcido 71, o sus combinaciones. Los
anticuerpos de la invencion preferidos se unen a un epitopo comprendido entre los restos aminoacidos 50-71 de
SEQ ID NO:2 o los correspondientes restos de un variante natural de SEQ ID NO:2.

En una realizacién alternativa, la invencion se refiere y usa una composicién que comprende un acido nucleico que
codifica un anticuerpo anti-GIBsPLA2 (o uno de sus fragmentos o derivados) y un excipiente farmacéuticamente
aceptable.

Acidos nucleicos inhibidores

La invencion también describe acidos nucleicos inhibidores, es decir, moléculas de acidos nucleicos que inhiben el
gen o la expresién de proteinas de GIBsPLA2. Los ejemplos de &cidos nucleicos inhibidores incluyen &cidos
nucleicos antisentido, ARN de interferencia cortos (ARNic), ARN de horquilla pequefios (ARNhp), microARN,
aptameros o ribozimas. En una realizacién particular, el acido nucleico inhibidor es un ARN de interferencia pequefio
que evita la traduccién del ARNm de GIBsPLA2. En otra realizacion particular, el acido nucleico inhibidor es un
oligonucledtido antisentido que evita la traduccion del ARNm de GIBsPLA2. En otra realizacién particular, el acido
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nucleico inhibidor es un ARN de horquilla pequefio que evita la traduccién del ARNm de GIBsPLAZ2.

El ARNip comprende una secuencia de acido nucleico sentido y una secuencia de acido nucleico antisentido del
polinucleétido de interés. Los ARNip se construyen de tal modo que un Unico transcrito (ARN bicatenario) tiene la
secuencia sentido y antisentido complementaria del gen diana. La secuencia de nucleétidos de los ARNip puede
disefarse usando un programa informatico de disefio de ARNip disponible, por ejemplo, en el sitio web de Ambion
en la red mundial.

En algunas realizaciones, la longitud del oligonucleétido antisentido o ARNip es menor o igual a 10 nucleétidos. En
algunas realizaciones, la longitud del oligonucledétido antisentido o ARNip es tan extensa como el transcrito natural.
En algunas realizaciones, los oligonucleétidos antisentido y ARNip tienen 18-30 nucleétidos. En algunas
realizaciones, los oligonucleétidos antisentido y ARNip tienen una longitud menor que 25 nucleétidos.

Las moléculas de acidos nucleicos inhibidores ilustrativas comprenden un dominio que tiene una secuencia de
nucleétidos que es perfectamente complementaria con una regién de un gen o ARN de GIBsPLA2. Este dominio
contiene generalmente de 4 a 20 nucleétidos, que permite una hibridacién especifica y una inhibicién éptima de la
transcripcion del gen o la traduccion del ARN. La secuencia de los acidos nucleicos inhibidores puede derivarse
directamente de la secuencia de un gen que codifica GIBsPLA2, tal como SEQ ID NO:1. Como alternativa, o
ademas, los éacidos nucleicos inhibidores pueden hibridarse con un elemento regulador en un gen o ARN de
GIBsPLA2, tal como un promotor, un sitio de corte y empalme, y evitar su regulacion eficaz.

Los ejemplos especificos de moléculas de acidos nucleicos inhibidores descritas en la presente invencion incluyen
moléculas de acidos nucleicos monocatenarios aisladas que consisten en 10 a 50 nucleétidos consecutivos de SEQ
ID NO:1. Los ejemplos especificos de moléculas de acidos nucleicos inhibidores son &cidos nucleicos antisentido
que consisten en la siguiente secuencia de nucleoétidos, o su hebra perfectamente complementaria:

ATGAAACTCCTTGTGCTAG (SEQ ID NO: 3)
ACAGCGGCATCAGC (SEQ ID NO: 4)
TTCCGCAAAATGATCAA (SEQ ID NO: 5)
CCCGGGGAGTGACCCC (SEQ ID NO: 6)
TACGGCTGCTACTGTGGCTT (SEQ ID NO: 7)
GACACATGACAACTGCTACGACC (SEQ ID NO: 8)
ACCCACACCTATTCATACTCGT (SEQ ID NO: 9)
ATCACCTGTAGCAGCA (SEQ ID NO: 10)
AGCTCCATATAACAAGGCA (SEQ ID NO: 11)
CAAGAAGTATTGTCAGAG (SEQ ID NO: 12)

Péptidos y farmacos pequeros

La invencién también describe un péptido o un farmaco pequefio que inhibe la actividad de GIBsPLA2. El péptido o
el farmaco pequefio generalmente es una molécula que se une selectivamente a GIBsPLA2, o a un sustrato de
GIBsPLA2, o a un cofactor de GIBsPLA2, o a un producto de degradacién o metabolito de la via de GIBsPLA2.

Los péptidos preferiblemente contienen de 3 a 20 restos aminoacidos, y su secuencia puede ser idéntica a un
dominio de GIBsPLA2 (péptido de cebo) o a un dominio de un sustrato de GIBsPLA2, cofactor, producto de
degradacion o metabolito. Los ejemplos de péptidos contienen de 4 a 30 restos aminoacidos consecutivos de SEQ
ID NO:2 (o de una correspondiente secuencia de un variante natural de SEQ ID NO:2). Los péptidos més concretos
comprenden de 5 a 25 aminodcidos consecutivos de SEQ ID NO:2 (o de una correspondiente secuencia de un
variante natural de SEQ ID NO:2), y comprenden ademd&s al menos uno de los siguientes restos aminoacidos de
SEQ ID NO:2 (o de una correspondiente secuencia de un variante natural de SEQ ID NO:2): aminoacido 70,
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aminoacido 121, aminoéacido 50, aminoacido 52, aminoacido 54, amino&cido 71, o sus combinaciones. Los ejemplos
especificos de péptidos son péptidos con menos de 25 aminoacidos que comprenden cualquiera de las siguientes
secuencias:

NNYGCY (SEQ ID NO: 13)

CYCGLG (SEQ ID NO: 14)
YNNYGCYCGLGGSG (SEQ ID NO: 15)
FLEYNNYGCYCGLGGSGTPV (SEQ ID NO: 16)
QTHDN (SEQ ID NO: 17)

CQTHDNC (SEQ ID NO: 18)

ECEAFICNC (SEQ ID NO: 19)

DRNAAI (SEQ ID NO: 20)
DRNAATICFSKAPYNKAHKNL (SEQ ID NO: 21)

Los péptidos pueden comprender enlaces peptidicos, no peptidicos y/o peptidicos modificados. En una realizacion
particular, los péptidos comprende al menos un enlace peptidomimético seleccionado de la intercalacién de un grupo
metileno (-CHz-) o fosfato (-PO2-), amina secundaria (-NH-) u oxigeno (-O-), alfa-azapéptidos, alfa-alquilpéptidos, N-
alquilpéptidos, fosfonamidatos, depsipéptidos, hidroximetilenos, hidroxietilenos, dihidroxietilenos, hidroxietilaminas,
péptidos retro-inversos, metilenoxi, cetometileno, ésteres, fosfinatos, fosfinicos o fosfonamidas. Ademas, los
péptidos comprenden una funcién N-terminal y/o C-terminal protegida, por ejemplo, mediante acilacion y/o
amidacién y/o esterificacion.

Los péptidos pueden producirse mediante técnicas conocidas per se en la técnica, tales como sintesis quimica,
biol6gica y/o genética.

Los farmacos pequerios preferidos son compuestos de hidrocarburos que se unen selectivamente a GIBsPLA2.

Los farmacos pequenos y los péptidos se obtienen preferiblemente mediante un método que comprende: (i) poner
en contacto un compuesto de ensayo con GIBsPLA2, o uno de sus fragmentos, (ii) seleccionar un compuesto de
ensayo que se une a GIBsPLA2, o a dicho uno de sus fragmentos, y (iii) seleccionar un compuesto de (ii) que inhibe
una actividad de GIBsPLA2.

Los farmacos pequefios y los péptidos también pueden obtenerse mediante un método que comprende: (i) poner en
contacto un compuesto de ensayo con un sustrato GIBsPLA2, cofactor o producto de degradacién de GIBsPLA2, o
uno de sus fragmentos, (ii) seleccionar un compuesto de ensayo que se une a dicho sustrato, cofactor o producto de
degradacién, o a uno de sus fragmentos, y (iii) seleccionar un compuesto de (i) que inhibe una actividad de
GIBsPLA2.

Receptores solubles de GIBsPLA2

En una realizacion alternativa, el inhibidor de GIBsPLA2 es una forma soluble de un receptor de GIBsPLA2. Dichos
compuestos de receptores solubles son capaces de unirse a GIBsPLA2, inhibiendo con ello su actividad actuando
como cebo o0 agente de enmascaramiento.

Una realizacion especifica de dichos inhibidores es una forma soluble de un receptor de GIBsPLA2 humano o
murino, o uno de sus fragmentos de union a GIBsPLA2.

Las secuencias de amino&cidos de los receptores solubles murinos y humanos se muestran en SEQ ID NO:22 y 23,
respectivamente. Por tanto, la expresion receptor soluble incluye cualquier polipéptido que se une a GIBsPLA2 que
comprende la secuencia completa o un fragmento de SEQ ID NO:22 o 23.
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Un fragmento de unién a GIBsPLA2 indica cualquier fragmento de dicho polipéptido que comprende preferiblemente
al menos 5 aminoacidos consecutivos de este, mas preferiblemente al menos 8, 10 o 12, que se une
especificamente a PLA2GIB. La unién especifica de la molécula de receptor indica que la molécula de receptor se
une a PLA2GIB con una afinidad mayor (por ejemplo, en al menos 5 veces) que a PLA2-1IA o IID. Un fragmento, tal
como se definié anteriormente, mas preferiblemente comprende menos de 50 restos aminoacidos.

Los ejemplos de polipéptidos que se unen a GIBsPLA2 son, sin limitacién, polipéptidos que comprenden al menos
una de las siguientes secuencias de aminoacidos:

LSLYECDSTLVSLRWRCNRKMITGPLQYSVQVAHDNTVVASRKYIHKW (SEQ ID NO: 24)
WEKDLNSHICYQFNLLS (SEQ ID NO: 25)

DCESTLPYICKKYLNHIDHEIVEK(SEQ ID NO: 26)
QYKVQVKSDNTVVARKQIHRWIAYTSSGGDICE (SEQ ID NO: 27)
LSYLNWSQEITPGPEFVEHHCGTLEVVSA (SEQ ID NO: 28)
SRFEQAFITSLISSVAEKDSYFW (SEQ ID NO: 29)
WICRIPRDVRPKFPDWYQYDAPWLFYQONA (SEQ ID NO: 30)

AFHQOAFLTVLLSRLGHTHWIGLSTTDNGQT (SEQ ID NO: 31)

Las SEQ ID NO:24-26 se derivan de la secuencia del receptor de PLA2GIB soluble humano, mientras que las SEQ
ID NO:27-31 se derivan del receptor de PLA2GIB soluble murino.

Vacunacién

Tal como se describe en la solicitud, la inhibicion de GIBsSPLA2 en un sujeto puede obtenerse mediante la
vacunacion (o la inmunizacion) del sujeto con un antigeno de GIBsPLA2. Como resultado de dicha vacunacion o
inmunizacion, el sujeto produce anticuerpos (o células) que inhiben GIBsPLA2. En particular, una o més inyecciones
de un antigeno de GIBsPLA2 (por ejemplo, una GIBsPLA2 inmunogénica fundamentalmente exenta de actividad
biolégica) pueden generar anticuerpos en el sujeto tratado. Estos anticuerpos protegeran frente a un exceso de
expresion de GIBsPLA2, y pueden usarse como inmunoterapia o una profilaxis de vacuna.

En la solicitud también se describe un método de vacunar un sujeto que comprende administrar al sujeto un
antigeno de GIBsPLA2.

En la solicitud también se describe un antigeno de GIBsPLA2 para su uso para vacunar a un sujeto que lo necesita.

En un ejemplo particular, el antigeno de GIBsPLA2 usado para la vacunacion es una molécula inmunogénica
inactivada que induce una respuesta inmunolégica contra GIBsPLA2 en un sujeto. La inactivacion puede obtenerse,
por ejemplo, mediante la alteracion quimica o fisica de GIBsPLA2 o mediante la mutacién o el truncamiento de la
proteina, o ambos; y la inmunogenicidad puede obtenerse como resultado de la inactivacion y/o la posterior
conjugacién de la proteina con un vehiculo o hapteno adecuado, tal como KLH, HSA, polilisina, una anatoxina virica,
o similares y/o mediante polimerizacion, o similares. Por tanto, el antigeno puede modificarse de forma quimica o
fisica, por ejemplo, para mejorar su inmunogenicidad.

En una descripcion preferida, el antigeno de GIBsPLA2 de la invencion comprende GIBsPLA2, o uno de sus
fragmentos o mimotopos que contienen epitopos.

En una descripcion particular, el antigeno de GIBsPLA2 comprende una proteina de GIBsPLA2 de longitud
completa. En otra realizacion particular, el antigeno de GIBsPLA2 comprende una proteina que comprende SEQ ID
NO:2, o una secuencia que tiene al menos 90% de identidad con SEQ ID NO:2.

En una descripcién alternativa, el antigeno de GIBsPLA2 comprende un fragmento de una proteina de GIBsPLA2
que comprende al menos 6 restos aminoacidos consecutivos y que contiene un epitopo inmunogénico, o uno de sus
mimotopos. En una realizacion preferida, el antigeno de GIBsPLA2 comprende al menos de 6 a 20 restos
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aminodcidos. Los ejemplos de péptidos contienen de 4 a 30 restos aminoacidos consecutivos de SEQ ID NO:2 (o de
una correspondiente secuencia de un variante natural de SEQ ID NO:2). Los péptidos mas preferidos comprenden
de 5 a 25 aminoacidos consecutivos de SEQ ID NO:2 (o de una correspondiente secuencia de un variante natural de
SEQ ID NO:2), y comprenden ademas al menos uno de los siguientes restos aminoacidos de SEQ ID NO:2 (o de
una correspondiente secuencia de un variante natural de SEQ ID NO:2): aminoacido 70, aminoacido 121,
aminoacido 50, aminoacido 52, aminoacido 54, aminoacido 71, o sus combinaciones. Los ejemplos especificos de
péptidos son péptidos con menos de 50 aminoacidos que comprenden cualquiera de las siguientes secuencias:

NNYGCY (SEQ ID NO: 13)

CYCGLG (SEQ ID NO: 14)
YNNYGCYCGLGGSG (SEQ ID NO: 15)
FLEYNNYGCYCGLGGSGTPV (SEQ ID NO: 16)
QTHDN (SEQ ID NO: 17)

CQTHDNC (SEQ ID NO: 18)

ECEAFICNC (SEQ ID NO: 19)

DRNAAI (SEQ ID NO: 20)
DRNAAICFSKAPYNKAHKNL (SEQ ID NO: 21)

El antigeno de GIBsPLA2 puede estar en diversas formas, tales como en forma libre o polimerizada, quimica o
fisicamente modificado y/o acoplado (es decir, conectado) con una molécula vehiculo. El acoplamiento a un vehiculo
puede aumentar la inmunogenicidad y suprimir (aun mas) la actividad biolégica del polipéptido de GIBsPLA2. A este
respecto, la molécula vehiculo puede ser cualquier molécula vehiculo o proteina que se emplea de modo
convencional en inmunologia, tal como, por ejemplo, KLH (hemocianina de lapa, "keyhole limpet hemocyanin"),
ovoalbimina, albumina de suero bovina ("bovine serum albumin”, BSA), una anatoxina virica o bacteriana, tal como
el toxoide del tétanos, el toxoide de la toxina B del célera diftérico, sus mutantes, tales como la toxina de la difteria
CRM 197, una proteina de vesicula de la membrana externa, una molécula de polilisina, o una particula similar a un
virus ("virus like particle”, VLP). En una realizacion preferida, el vehiculo KLH o CRM197 o una VLP.

El acoplamiento de GIBsPLA2 a un vehiculo puede realizarse mediante la quimica covalente usando reacciones o
grupos quimicos de enlace, tales como, por ejemplo, glutaraldehido, biotina, etc. Preferiblemente, el conjugado o la
proteina de GIBsPLA2 o fragmento o mimotopo se somete a un tratamiento con formaldehido para completar la
inactivacion de GIBsPLA2.

En una realizacion particular, el antigeno de GIBsPLA2 comprende una proteina de GIBsPLA2 de longitud completa,
opcionalmente acoplada a una proteina vehiculo. En una realizacion preferida, el antigeno de GIBsPLA2 comprende
una proteina que comprende SEQ ID NO:2, o una secuencia que tiene al menos 90% de identidad con SEQ ID
NO:2, acoplada a una proteina vehiculo.

En otra realizacién particular, el antigeno de GIBsPLA2 comprende un péptido inmunogénico o mimotopo de
GIBsPLA2, opcionalmente acoplado a una proteina vehiculo. En una realizacion mas preferida, el antigeno de
GIBsPLA2 comprende un polipéptido con una longitud de al menos 10 aminoé&cidos, que comprende al menos uno
de los siguientes restos aminoacidos de SEQ ID NO:2 (o de una correspondiente secuencia de un variante natural
de SEQ ID NO:2): aminoacido 70, aminoacido 121, aminoacido 50, aminoacido 52, aminodcido 54, aminoacido 71, o
sus combinaciones, opcionalmente acoplado a una molécula vehiculo.

La inmunogenicidad del antigeno de GIBsPLA2 puede ensayarse mediante diversos métodos, tales como mediante
la inmunizacién de un animal no humano injertado con células inmunolégicas humanas, seguido de la verificacion de
la presencia de anticuerpos, o0 mediante un ELISA de sandwich usando anticuerpos humanos o humanizados. La
falta de actividad biolégica puede verificarse mediante cualquiera de los ensayos de actividad descritos en la
solicitud. En una realizacién preferida, el antigeno de GIBsPLA2 tiene menos del 20%, mas preferiblemente menos
del 15%, 10%, 5% o incluso 1% de la actividad de una proteina de GIBsPLA2 de tipo salvaje en un método in vitro
de (i) induccion de la formacién de microdominios de membrana (MMD) en células T CD4, o (ii) hacer que las células
T CD4 sean refractarias a la sefalizacion de IL-2 o refractarias a la sefalizacion de IL-7.

En una realizacion particular, la invencion se refiere a una GIBsPLA2 inactivada e inmunogénica.

En otra realizacion particular, la invencién se refiere a una proteina GIBsPLA2, o uno de sus fragmentos o
mimotopo, conjugada con una molécula vehiculo, preferiblemente con KLH.

En otro aspecto, la invencién se refiere a una vacuna que comprende un antigeno de GIBsPLA2, un excipiente
adecuado y, opcionalmente, un adyuvante adecuado.
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Estas moléculas y conjugados y vacunas representan agentes potentes para su uso para inmunizar sujetos,
provocando con ello una inhibicién sostenida de GIBsPLA2. Tras su repeticion, estos métodos pueden usarse para
provocar una inhibicion permanente de GIBsPLA2.

La invencion también describe un método para inducir la produccion de anticuerpos que neutralizan la actividad de
GIBsPLA2 endbégena en un sujeto que lo necesita, comprendiendo dicho método administrar a dicho sujeto una
cantidad terapéuticamente eficaz de un antigeno o vacuna de GIBsPLA2.

La administracion de un antigeno o vacuna de la invencién puede realizarse mediante cualquier via adecuada, tal
como mediante inyeccién, preferiblemente intramuscular, subcutanea, transdérmica, intravenosa o intraarterial;
mediante administracion nasal, oral, mucédsica o rectal.

El antigeno o vacuna de GIBsPLA2 puede usarse para tratar cualquier enfermedad relacionada con una
sobreproduccién de GIBsPLA2. De modo mas especifico, esta invencion se refiere a un método para tratar una
enfermedad relacionada con una sobreproduccion de GIBsPLA2 en un sujeto que lo necesita, que comprende
administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un antigeno de GIBsPLA2 o de una composicion de
vacuna que comprende un antigeno de GIBsPLA2.

Agonistas o activadores de GIBsPLA2

El término "agonista" de GIBsPLA2, en el contexto de la presente invencion, incluye cualquier sustancia que tiene
actividad GIBsPLA2, o que media o sobrerregula esta actividad, tal como, sin limitacion, un péptido, un polipéptido,
una proteina recombinante, un conjugado, un ligando natural o artificial, un producto de degradacion, un homélogo,
un &cido nucleico, ADN, ARN, un aptédmero, etc., o una de sus combinaciones. El término "agonista” incluye
agonistas totales y parciales. Un ejemplo particular de un agonista de GIBsPLA2 es una proteina de GIBsPLA2 o un
acido nucleico que codifica una proteina de GIBsPLA2.

En una realizacién particular, la invencion se refiere a métodos para inhibir una respuesta inmunolégica en un sujeto,
que comprenden administrar al sujeto una proteina de GIBsPLA2 o un acido nucleico que codifica una proteina de
GIBsPLA2.

Composiciones

La invencién también se refiere a composiciones que comprenden un antigeno o modulador de GIBsPLA2, tal como
se describi6 en la presente, como ingrediente activo y, preferiblemente, un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Una "composicién farmacéutica" se refiere a una formulacién de un compuesto de la invencién (ingrediente activo) y
un medio generalmente aceptado en la técnica para la administracion de compuestos biolégicamente activos al
sujeto que lo necesita. Este vehiculo incluye todos los vehiculos, diluyentes, medios o soportes para este
farmacéuticamente aceptables. Puede emplearse la practica farmacéutica convencional para proporcionar
formulaciones o composiciones adecuadas a los sujetos, por ejemplo, en forma de una dosificacion unitaria.

Los compuestos o las composiciones segun la invencién pueden formularse en forma de un unglento, gel, pasta,
disoluciones liquidas, suspensiones, comprimidos, capsulas de gelatina, cépsulas, supositorios, polvos, gotas
nasales o aerosoles, preferiblemente en forma de una suspensién o disolucion inyectable. Para las inyecciones, los
compuestos en general se envasan en forma de suspensiones liquidas, que pueden ser inyectadas por medio de
jeringas o perfusiones, por ejemplo. A este respecto, los compuestos en general se disuelven en disolucion salina,
fisiologica, isotonica o tamponada, compatible con el uso farmacéutico y conocidas por los expertos en la técnica.
Asi, las composiciones pueden incluir uno o mas agentes o excipientes seleccionados de dispersantes,
solubilizantes, estabilizantes, conservantes, etc. Los agentes o excipientes que pueden usarse en las formulaciones
liquidas y/o inyectables son, de modo notable, metilcelulosa, hidroximetilcelulosa, carboximetilcelulosa, polisorbato
80, manitol, gelatina, lactosa, aceites vegetales, goma arabiga, etc. El vehiculo también puede seleccionarse, por
ejemplo, de metil-beta-ciclodextrina, un polimero del &cido acrilico (tal como carbopol), una mezcla de polietilenglicol
y polipropilenglicol, monoetanolamina e hidroximetilcelulosa.

Las composiciones comprenden, en general, una cantidad eficaz de un compuesto de la invencion, por ejemplo, una
cantidad que es eficaz para modular la GIBsPLA2. En general, las composiciones segun la invencion comprenden
de aproximadamente 1 ug a 1000 mg de un modulador de GIBsPLA2, tal como de 0,001-0,01, 0,01-0,1, 0,05-100,
0,05-10, 0,05-5, 0,05-1, 0,1-100, 0,1-1,0, 0,1-5, 1,0-10, 5-10, 10-20, 20-50, y 50-100 mg, por ejemplo, entre 0,05 y
100 mg, preferiblemente entre 0,05 y 5 mg, por ejemplo, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 1, 2, 3, 4 0 5 mg. La dosificacion
puede ser ajustada por los expertos en la técnica dependiendo del modulador y de la enfermedad.

Las composiciones de la invencion pueden comprender ademas uno o mas compuestos activos adicionales, para un
uso simultaneo o secuencial.

La invencién también describe un método para preparar una composicién farmacéutica, que comprende mezclar un
modulador de GIBsPLA2, tal como se describié previamente, y un excipiente farmacéuticamente aceptable, y
formular la composicién en cualquier forma o recipiente adecuado (jeringa, ampolla, matraz, botella, bolsa, etc.).
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La invencion también describe un kit que comprende (i) una composicion que comprende un modulador de
GIBsPLA2, tal como se describi6 previamente, (ii) al menos un recipiente y, opcionalmente, (iii) instrucciones
escritas para usar el kit.

Enfermedades

Los compuestos y las composiciones de la invencién pueden usarse para tratar cualquier enfermedad relacionada
con una respuesta inmunoloégica inapropiada (por ejemplo, defectuosa o incorrecta), en particular con una actividad
de células T CD4 inapropiada, asi como cualquier enfermedad en la que un aumento en la inmunidad puede mejorar
la condicion del sujeto. Estas enfermedades a veces se denominan "trastornos inmunoldgicos" en la presente
solicitud. Estas incluyen situaciones inmunodefectuosas (por ejemplo, provocadas por una infeccion virica, una
infeccion patogénica, un cancer, etc.), enfermedades autoinmunolégicas, injertos, diabetes, enfermedades
inflamatorias, canceres, alergias, asma, psoriasis, urticaria, eccema y similares.

Inmunodeficiencias y trastornos asociados

En un primer aspecto, la invencién se basa en la inhibicién de GIBsPLA2 en un sujeto, aumentando o restableciendo
con ello una actividad inmunoldégica, en particular una actividad mediada por células T CD4.

Por tanto, en una realizacion particular, la invencion se dirige a métodos para estimular una respuesta inmunolégica
en un sujeto que lo necesita, que comprenden inhibir la GIBsPLA2 en dicho sujeto.

En una realizacion particular, la invencién se dirige a métodos para modular los leucocitos en un sujeto que lo
necesita, que comprenden inhibir la GIBsPLA2 en dicho sujeto.

Los ejemplos de enfermedades que pueden beneficiarse de los inhibidores de GIBsPLA2 son todas enfermedades
con una inmunodeficiencia, tal como una inmunodeficiencia mediada por VIH. A este respecto, en una realizacién
particular, la invencién se dirige a métodos para tratar una inmunodeficiencia o un trastorno asociado en un sujeto
que lo necesita, que comprenden inhibir la GIBsPLA2 en dicho sujeto.

En otra realizacion particular, la invencion se dirige a un inhibidor de GIBsPLA2 para su uso para tratar una
inmunodeficiencia o un trastorno asociado en un sujeto que lo necesita.

Las inmunodeficiencias y los trastornos asociados indican cualquier afeccién o patologia caracterizada y/o
provocada por una funcidon o respuesta inmunolégica reducida en un sujeto. Las inmunodeficiencias pueden ser
provocadas, por ejemplo, por una infeccién virica (por ejemplo, VIH, hepatitis B, etc.), una infeccion bacteriana,
cancer u otras afecciones patoldgicas. Por tanto, la expresion “trastorno asociado a una inmunodeficiencia” indica
cualquier enfermedad provocada o asociada con una inmunodeficiencia. La invencion es particularmente adecuada
para tratar inmunodeficiencias relacionadas con células T CD4 y enfermedades asociadas. En efecto, la presente
solicitud demuestra que los efectos bioldgicos de GIBsPLA2 estan implicados en un estado de enfermedad de las
células T CD4. Por consiguiente, el bloqueo de la actividad de GIBsPLA2 tiene un beneficio terapéutico en sujetos
con una respuesta alterada a citoquinas que causa inmunodeficiencia, tal como se observa a menudo en pacientes
infectados por VIH.

Por consiguiente, en una realizacién particular, la invencion se refiere a métodos para tratar una infeccion por VIH en
un sujeto mediante la inhibicion de GIBsPLA2 en el sujeto, preferiblemente mediante la administracién de un
inhibidor o vacuna de GIBsPLA2 al sujeto. En algunas realizaciones, el sujeto es un paciente de VIH temprano, y los
métodos provocan un aumento en la probabilidad de que el paciente sea un controlador de VIH. En algunas
realizaciones, el sujeto es un paciente con baja inmunorreconstitucion después de un tratamiento antirretrovirico y/o
con linfopenia de células T CD4 idiopatica (ICL) grave. La invencion también se refiere a un método para aumentar
la actividad de células T CD4 en un sujeto infectado por VIH inhibiendo la GIBsPLA2 en el sujeto, preferiblemente
administrando un inhibidor o vacuna de GIBsPLA2 al sujeto.

En otra realizacion, la invencion se refiere a métodos para tratar la inflamacion aguda y/o crénica y procesos
derivados de reacciones inflamatorias en un sujeto, mediante la inyeccién de GIBsPLA2 al sujeto, directamente o
asociada con farmacos antiinflamatorios.

La invencion también proporciona métodos para tratar el cancer aumentando la respuesta inmunolégica en el sujeto,
que comprenden inhibir la GIBsPLA2 en el sujeto, preferiblemente mediante la administracion de un inhibidor o
vacuna de GIBsPLA2 al sujeto. La invencion también proporciona métodos para tratar una inmunodeficiencia
relacionada con células T CD4 asociada con un cancer en un sujeto, mediante la inhibicion de GIBsPLA2 en el
sujeto, preferiblemente mediante la administracion de un inhibidor o vacuna de GIBsPLAZ2 al sujeto.

Respuestas inmunoldgicas patoldgicas y enfermedades asociadas

En la solicitud también se describe un método para tratar cualquier enfermedad relacionada con una respuesta
inmunoldgica inapropiada (por ejemplo, defectuosa o incorrecta), o con una (hiper)actividad o (hiper)activaciéon no
deseada del sistema inmunolégico, en particular con una actividad de células T CD4 inapropiada. Estas
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enfermedades incluyen, por ejemplo, enfermedades autoinmunoldgicas, injertos, diabetes, alergias, asma, psoriasis,
urticaria, eccemay similares.

En una realizacién particular, la invencién describe métodos para inhibir una respuesta inmunolégica en un sujeto
que lo necesita, que comprenden inducir o activar la GIBsPLA2 en dicho sujeto.

En una realizacién particular, la invencién describe métodos para inhibir los leucocitos en un sujeto que lo necesita,
que comprenden inhibir la GIBsPLA2 en dicho sujeto.

En otra realizacion particular, la invencién describe métodos para tratar un trastorno provocado por una respuesta
inmunolégica no deseada en un sujeto que lo necesita, que comprenden inducir o activar la GIBsPLA2 en dicho
sujeto.

La induccién o la activacion de GIBsPLA2 en un sujeto preferiblemente comprende administrar al sujeto un agonista
de GIBsPLA2, por ejemplo, una proteina de GIBsPLA2, o uno de sus fragmentos funcionales.

En otra realizacion particular, la invencién describe un agonista o un activador de GIBsPLA2 para su uso para tratar
un trastorno provocado por una respuesta inmunolégica no deseada en un sujeto que lo necesita.

Los ejemplos de enfermedades que pueden beneficiarse de los agonistas de GIBsPLA2 son trastornos
autoinmunoldgicos, canceres, enfermedades viricas, infecciones bacterianas, etc.

En una realizacion particular, la invencién describe métodos para tratar un trastorno autoinmunolégico en un sujeto
que lo necesita, que comprenden estimular o inducir la GIBsPLA2 en dicho sujeto.

En otra realizacion particular, la invencion describe un compuesto o una composicion de la invencién para su uso
para tratar un trastorno autoinmunoldgico en un sujeto que lo necesita.

En una realizacién particular, la invencién describe métodos para tratar un cancer en un sujeto que lo necesita, que
comprenden estimular o inducir la GIBsPLA2 en dicho sujeto.

En otra realizacién particular, la invencion describe un compuesto o una composicion de la invencién para su uso
para tratar un cancer en un sujeto que lo necesita.

La invencion también describe un método para tratar (por ejemplo, reducir o prevenir o inhibir) el rechazo a injertos o
para tratar la enfermedad del injerto frente al receptor en un sujeto trasplantado, que comprende estimular o inducir
la GIBsPLA2 en dicho sujeto. La invencion también describe un método para mejorar la tolerancia a injertos
alogeneicos en un sujeto, que comprende estimular o inducir la GIBsPLA2 en dicho sujeto.

Actividad antimicrobiana

La presente solicitud también describe un método para matar microbios usando GIBsPLA2. Actuando directamente
sobre las membranas, la GIBsPLA2 puede destruir o matar bacterias, virus con envuelta, parasitos y similares.

En infecciones o en infecciones agudas, la GIBsPLA2 puede usarse por si sola o asociada con antibiéticos,
farmacos antiviricos, antirretroviricos y antiparasitarios. En el caso de los microbios resistentes a farmacos
antimicrobianos conocidos, la GIBsPLA2 puede representar una terapia alternativa. Puede usarse en un tratamiento
a muy corto plazo, por ejemplo, en situaciones clinicas agudas y muy peligrosas.

Los ejemplos especificos de enfermedades que pueden beneficiarse del tratamiento con GIBsPLA2 segln la
invencion son todas las situaciones clinicas con una hiperactividad del sistema inmunoldgico o una inflamacion
cronica, tales como esclerosis multiple, miastenia grave, neuropatias autoinmunolégicas, tales como sindrome de
Guillain-Barré, uveitis autoinmunoldgica, uveitis, anemia hemolitica autoinmunolégica, anemia perniciosa,
trombocitopenia autoinmunoldgica, arteritis temporal, sindrome antifosfolipidos, vasculitis, tales como
granulomatosis de Wegener, enfermedad de Behcet, aterosclerosis, psoriasis, dermatitis herpetiforme, pénfigo
vulgar, vitiligo, pénfigo vulgar, micosis fungoide, dermatitis por contacto alérgica, dermatitis atopica, liquen plano,
PLEVA, eccema, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, cirrosis biliar primaria, hepatitis autoinmunolégica, diabetes
mellitus de tipo 1, enfermedad de Addison, enfermedad de Grave, tiroiditis de Hashimoto, ooforitis y orquitis
autoinmunolégicas, tiroiditis autoinmunoldgica, artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico, escleroderma,
polimiositis, dermatomiositis, espondiloartropatias, tales como espondilitis anquilosante, o sindrome de Sjogren.

La duracion, las dosificaciones y la frecuencia de administracion de los compuestos o las composiciones de la
invencion puede adaptarse segun el sujeto y la enfermedad. El tratamiento puede usarse por si solo o en
combinacion con otros ingredientes activos, de modo simultdneo o secuencial o por separado.

Los compuestos o las composiciones segun la invencion pueden administrarse en diversas formas o vias, tales
como, sin limitacion, mediante inyeccién sistémica, por via intramuscular, intravenosa, intraperitoneal, cutanea,
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subcutanea, dérmica, transdérmica, intratecal, ocular (por ejemplo, corneal) o rectal, o mediante administracion
tipica en un sitio de inflamacion, y preferiblemente mediante inyeccion intramuscular o intravenosa.

Un régimen tipico comprende una Unica administraciéon o administraciones repetidas de una cantidad eficaz de un
modulador de GIBsPLA2 a lo largo de un periodo de uno a varios dias, hasta un afio, e incluye entre una semana y
aproximadamente seis meses. Se entiende que la dosificacién de un compuesto o una composicién farmacéutica de
la invencion administrados in vivo dependera de la edad, la salud, el sexo y el peso del receptor (sujeto), el tipo de
tratamiento concurrente, si existe, la frecuencia del tratamiento y la naturaleza del efecto farmacéutico deseado. Los
intervalos de dosis eficaces proporcionados en la presente no pretenden ser limitantes y representan intervalos de
dosis preferidos. Sin embargo, la dosificacion mas preferida se adaptara al sujeto individual, tal como entienden y
pueden determinar los expertos en la técnica pertinente (véase, por ejemplo, Berkowet et al., eds., The Merck
Manual, 162 edicion, Merck and Co., Rahway, N.J., 1992; Goodmanetna., eds., Goodman and Cilman's, The
pharmacological Basis of Therapeutics, 102 edicién, Pergamon Press, Inc., EImsford, NY, (2001)).

Diagnosis

La invencién también describe métodos para detectar un defecto inmunolégico en un sujeto basandose en la
deteccion de la presencia o la cantidad o la ausencia de GIBsPLA2 en una muestra procedente de un sujeto. El
método puede realizarse usando una diversidad de tecnologias o plataformas de deteccion conocidas per se en la
técnica, tales como, sin limitacion, ensayo de captura, ensayo de sandwich, ensayo de competicion,
radioinmunoensayos, marcadores enzimaticos con sustratos que generan productos coloreados, fluorescentes,
quimioluminiscentes o electroquimicamente activos, fluorescencia, polarizacion fluorescente, quimioluminiscencia,
optica y colorimétrica, electroquimioluminiscencia, fluorescencia de resolucién en el tiempo, resonancia de plasmén
de superficie, ondas evanescentes, placas de multiples pocillos (ELISA), ensayo individual, ensayo de multiplex,
ensayo de miltiplex con esferas de latex, micromatrices (superficie laminar)-ensayo de multiplex, ensayos basados
en placas de vidrio o0 ensayos basados en tiras.

En una realizacién particular, el método comprende determinar la presencia o la cantidad o la ausencia de un
polimorfismo en el gen, ARN o proteina de GIBsPLA2. Los resultados de los inventores demuestran que la
GIBsPLAZ2 esta sujeta a un elevado polimorfismo y que esto se correlaciona con el estado fisioldégico de los sujetos.
Por tanto, la invencion comprende (i) determinar la presencia o la cantidad o la ausencia de una isoforma polimérfica
concreta de GIBsPLA2 y/o (ii) determinar la tasa global de polimorfismo de la GIBsPLA2 en un sujeto,
correlacionandose dichos datos con el estado fisioldgico del sujeto. En particular, las isoformas especificas pueden
ser caracteristicas de la predisposicién, la presencia o la aparicion en un sujeto de un trastorno, tal como se
describié anteriormente. Esta determinacién también puede usarse en la medicina personalizada para ajustar el
tratamiento.

Métodos para controlar y/o diagnosticar una inmunodeficiencia asociada con defectos en las células T CD4 que
comprenden detectar la GIBsPLA2

También se describen métodos para controlar y/o diagnosticar una inmunodeficiencia asociada con defectos en las
células T CD4, en particular, en una infeccién por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) en un sujeto. En
algunas realizaciones, los métodos comprenden (a) proporcionar una muestra que contiene un fluido corporal,
preferiblemente plasma procedente de un sujeto, y (b) detectar un nivel de GIBsPLA2 en la muestra por encima de
un umbral. La presencia de GIBsPLA2 en la muestra puede detectarse mediante cualquier método conocido en la
técnica, tal como, por ejemplo, mediante un método que comprende un ensayo enzimatico, un ensayo de ligandos
de captura y/o un inmunoensayo.

En algunas realizaciones, el método comprende obtener una muestra que comprende plasma procedente de un
sujeto y determinar si el plasma tiene al menos una actividad seleccionada de inducir la formacion de microdominios
de membrana (MMD) anémalos en células T CD4 procedentes de sujetos sanos, y hacer que las células T CD4 de
sujetos sanos sean refractarias a la sefalizacion de interleuquina-7 (IL-7). Si el plasma procedente del sujeto
comprende esta actividad, entonces se determina que el sujeto, en algunas realizaciones, tiene una
inmunodeficiencia relacionada con células T CD4, tal como se observa a menudo en paciente infectados por VIH,
pero no solo en estos. Si la fraccién de plasma no comprende esta actividad, entonces se determina que el sujeto,
en algunas realizaciones, tiene una baja exposicién a una inmunodeficiencia relacionada con la alteracion de células
T CD4 frente a la homeostasis regulada por citoquinas.

En algunas realizaciones, se determina que el sujeto tiene una infeccién por VIH. Por contraste, si la fracciéon de
proteinas no comprende esta actividad, entonces se determina que el sujeto, en algunas realizaciones, no tiene una
inmunodeficiencia relacionada con defectos en las células T CD4, tal como se describe en la presente. En algunas
realizaciones, se determina que el sujeto no tiene una infeccién por VIH.

En algunas realizaciones, los métodos comprenden poner en contacto la muestra que comprende un fluido corporal,
preferiblemente plasma, procedente del sujeto con un anticuerpo especifico de GIBsPLA2, y determinar la presencia
o la ausencia de una reaccion inmunolégica. En algunas realizaciones, la presencia o la ausencia de una reaccion
inmunoldgica se determina mediante un método que comprende un ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas
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(ELISA). La presencia de una reaccién inmunoldgica entre el anticuerpo especifico de GIBsPLA2 y la muestra indica
la presencia de GIBsPLA2 en la muestra, lo cual, a su vez, indica que el sujeto tiene una inmunodeficiencia asociada
con defectos en las células T CD4. En algunas realizaciones, se determina que el sujeto tiene una infeccion por VIH.
Por contraste, la ausencia de una reaccién inmunolégica entre el anticuerpo especifico de GIBsPLA2 y la muestra
indica que el sujeto no tiene una inmunodeficiencia asociada con defectos en las células T CD4, tal como se
describe en la presente. En algunas realizaciones, se determina que el sujeto no tiene una infeccion por VIH.

En algunas realizaciones, el ensayo para la presencia de GIBsPLA2 en la muestra es cualitativo. En algunas
realizaciones, el ensayo para la presencia de GIBsPLA2 en la muestra es cuantitativo.

En algunas realizaciones, los métodos comprenden comparar los resultados del ensayo con los resultados de un
ensayo similar de una muestra control que comprende plasma procedente de un sujeto que no tiene una
inmunodeficiencia asociada con defectos en las células T CD4. En algunas realizaciones, los métodos comprenden
comparar los resultados del ensayo con los resultados de un ensayo similar de una muestra que comprende plasma
del mismo sujeto recolectada antes.

Métodos para controlar y/o diagnosticar una inmunodeficiencia asociada con la alteracion de células T CD4 que
comprenden caracterizar los microdominios de membrana sobre las células T CD4

Los datos en los ejemplos demuestran que los pacientes infectados por VIH presentan la formacién de
microdominios de membrana (MMD) distintivos sobre la superficie de células T CD4, aunque muy pocas células
estan realmente infectadas por VIH. Por consiguiente, esta descripcion también proporciona métodos para
diagnosticar una inmunodeficiencia asociada con una alteracion en las células T CD4, tal como, por ejemplo, una
inmunodeficiencia provocada por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) en un sujeto. En algunas
realizaciones, los métodos comprenden: (a) aislar linfocitos T CD4 de un sujeto, y (b) medir el nimero y/o el tamaro
de los microdominios de membrana (MMD) sobre las células T. En algunas realizaciones, los métodos comprenden
ademas al menos uno de (c) medir la cantidad de fosfo-STAT5 en las células T, y (d) ensayar la fraccién de
importacién nuclear de fosfo-STAT5 en las células T. En algunas realizaciones, se mide el nimero y/o el tamafo de
los MMD sobre las células T en ausencia de interleuquinas. En algunas realizaciones, se mide el nimero y/o el
tamano de los MMD sobre las células T en ausencia de IL-2. En algunas realizaciones, se mide el nimero y/o el
tamano de los MMD sobre las células T en ausencia de IL-7. En algunas realizaciones, se mide el nimero y/o el
tamanio de los MMD sobre las células T en presencia de un nivel subumbral de interleuquinas.

En algunas realizaciones, si el nimero de MMD sobre las células T aisladas del sujeto es al menos un umbral, esto
indica que el sujeto tiene una inmunodeficiencia asociada con la alteracion de células T CD4. En algunas
realizaciones, esto indica que el sujeto tiene una infeccién por VIH. En algunas realizaciones, si el nimero de MMD
sobre las células T aisladas del sujeto no es al menos un umbral, esto indica que el sujeto no tiene una
inmunodeficiencia asociada con la alteracion de células T CD4, tal como se describe en la presente. En algunas
realizaciones, esto significa que el sujeto no tiene una respuesta de células T CD4 alterada frente a la sefalizacion
de citoquinas. En algunas realizaciones, esto significa que el sujeto no tiene una respuesta de células T CD4
alterada frente a la interleuquina-7. En algunas realizaciones, esto indica que el sujeto no tiene una infecciéon por
VIH. En algunas realizaciones, el umbral es al menos aproximadamente 80 por célula, al menos aproximadamente
90 por célula, al menos aproximadamente 100 por célula, al menos aproximadamente 110 por célula, o al menos
aproximadamente 120 por célula. En una realizacion preferida no limitante, el umbral es de aproximadamente 100
por célula. En algunas realizaciones, si los MMD sobre las células T aisladas del sujeto tienen un didmetro de al
menos un umbral, esto indica que el sujeto tiene una infeccion por VIH. En algunas realizaciones, si los MMD sobre
las células T aisladas del sujeto no tienen un didmetro de al menos un umbral, esto indica que el sujeto no presenta
una respuesta alterada a la interleuquina-7 y, mas en general, a citoquinas. En algunas realizaciones, esto indica
que el sujeto no tiene una infeccion por VIH. En algunas realizaciones, el umbral es un didametro de al menos 100
nm, al menos 110 nm, al menos 120 nm, al menos 130 nm, o al menos 140 nm. En una realizacion preferida no
limitante, el umbral es un diametro de al menos aproximadamente 120 nm.

Debido a que RIF puede alterar la capacidad de respuesta de las células T CD4 a la IL-7 agregando los receptores
de membrana en MMD anormalmente grandes, también pueden verse afectadas las respuestas a otras citoquinas y
gamma-c, y RIF también podria asociarse con otras patologias que implican una respuesta de células T CD4
alterada.

Métodos para identificar candidatos a agentes terapéuticos

Esta invencion también describe métodos para identificar un candidato a agente terapéutico, que comprenden: (a)
poner en contacto linfocitos T CD4 con GIBsPLA2 en presencia de un agente, y (b) medir la activaciéon de células T
CD4 inducida por GIBsPLA2. En algunas realizaciones, los métodos comprenden (c) comparar el nivel de activacién
de células T CD4 inducida por GIBsPLA2 en presencia del agente con el nivel de activacién de células T CD4
inducida por GIBsPLA2 en ausencia del agente. En algunas realizaciones, si el nivel de activacién de células T CD4
inducida por GIBsPLA2 en presencia del agente es menor que el nivel de activacion de células T CD4 inducida por
GIBsPLA2 en ausencia del agente, entonces el agente se identifica como candidato a agente terapéutico para la
inmunodeficiencia. En algunas realizaciones, el agente se identifica como un candidato a agente terapéutico para el
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VIH. En algunas realizaciones, si el nivel de activacion de células T CD4 inducida por GIBsPLA2 en presencia del
agente es mayor que el nivel de activacion de células T CD4 inducida por GIBsPLA2 en ausencia del agente,
entonces el agente se identifica como candidato a agente terapéutico inmunosupresor.

En algunas realizaciones, la medicién de la activacién de células T CD4 inducida por GIBsPLA2 comprende
determinar el nimero de MMD por célula T CD4.

En algunas realizaciones, la medicién de la activacién de células T CD4 inducida por GIBsPLA2 comprende
determinar el diametro promedio de MMD en células T CD4.

En algunas realizaciones, la medicion de la activacién de células T CD4 inducida por GIBsPLA2 comprende
determinar la capacidad de respuesta a IL-7 de células T CD4 ensayada mediante fosforilacion de STAT5 y/o
importacién nuclear.

Tal como se emplea en la presente, un "agente" puede ser cualquier entidad quimica en evaluacion como producto
terapéutico potencial. En algunas realizaciones, el agente es una molécula organica. En algunas realizaciones, el
agente comprende de 2 a 100 atomos de carbono, tal como de 2 a 50 atomos de carbono, de 5 a 50 atomos de
carbono, o de 10 a 50 a&tomos de carbono. En algunas realizaciones, el agente es un péptido, una proteina, una
glicoproteina o una lipoproteina. En algunas realizaciones, el agente es un anticuerpo.

En algunas realizaciones, no se ha determinado previamente que el agente tenga una actividad biolégica que
implique una utilidad como agente terapéutico para el tratamiento de la inmunodeficiencia, tal como la que se asocia
a menudo con una infeccién por VIH. En algunas realizaciones, se ha determinado previamente que el agente tiene
una actividad bioldgica que implica una utilidad como agente terapéutico para el tratamiento de la inmunodeficiencia,
tal como la que se asocia a menudo con una infeccion por VIH.

Tal como se emplea en la presente, un "candidato a agente terapéutico para la inmunodeficiencia" o un "candidato a
agente terapéutico para el VIH" es un agente que inhibe la capacidad de RIF para activar a las células T CD4 en al
menos un ensayo. En coherencia con los datos indicados en la presente, la capacidad de un agente para inhibir la
capacidad de GIBsPLA2 para activar células T CD4 en al menos un ensayo es una manera Util para identificar
agentes que es probable que sean terapéuticamente Utiles para tratar inmunodeficiencias que incluyen
inmunodeficiencias asociadas con infecciones por VIH. Por consiguiente, también es una manera util para identificar
agentes que es probable que sean terapéuticamente Utiles para tratar una infeccién por VIH. Por supuesto, como
con todas las moléculas terapéuticas, sera necesaria una caracterizacion posterior. Sin embargo, esto no disminuye
la utilidad de los candidatos a agentes terapéuticos para el VIH de esta descripcion.

En la siguiente seccién experimental, que se considerara ilustrativa, se describen otros aspectos y ventajas de la
invencion.

Ejemplos
1. Materiales y métodos
1.1. Pacientes

Los VP incluidos en el estudio habian sido positivos a VIH durante mas de un afio. Nunca habian recibido ningun
farmaco antirretrovirico y tenian una carga virica > 10.000 copias de ARN/ml con un recuento de CD4 > 200/l en el
momento de la recogida de sangre (estudios ANRS EP 33 y EP20). Todas las muestras de sangre procedentes de
los VP se extrajeron en Centre Hospitalier de Gonesse. La sangre procedente de los HD fue suministrada por
Etablissement Francgais du Sang (Centre Necker-Cabanel, Paris). Las muestras de plasma procedentes de pacientes
ART se extrajeron de individuos que habian estado recibiendo tratamiento durante al menos un afo. Su carga virica
habia permanecido indetectable durante al menos 6 meses, y sus recuentos de CD4 > 500/ul en el momento de la
recogida de sangre. Las muestras de plasma procedentes de pacientes HIC se extrajeron de individuos con una
carga virica indetectable durante 10 afos después de la infeccion. Las muestras de plasma se recogieron en Centre
d'Infectiologie Necker-Pasteur.

1.2. Andlisis de los microdominios de membrana (MMD), tasas de difusion de receptores y compartimentalizacion
celular de fosfo-STATS5 en linfocitos T CD4 purificados

Se purificaron células T CD4 mediante seleccion negativa como se ha descrito previamente (10) y después se
activaron con IL-7 humana glicosilada recombinante 2 nM (Cytheris) o 40 ug de PHA (Sigma). La microscopia
confocal y de STED usadas para estudiar los microdominios (MMD) de la superficie celular y la distribucion en
compartimentos celulares de fosfo-STAT5 ya han sido descritas (10, 12). También se ha descrito el analisis por FCS
de la difusién de proteinas en la superficie de células vivas (10, 12).

1.3. Preparacién y analisis de microdominios resistentes a detergentes (DRM)
La preparacion de lisados con Triton-X100 de linfocitos T CD4 procedentes de HD o VP, seguida de una
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centrifugacién a través de gradientes de sacarosa y andlisis de la transferencia Western de las fracciones recogidas
se ha descrito previamente (12). Se usaron mAb especificos de flotilina, IL-7Ralfa y gamma ¢ para detectar las
correspondientes bandas mediante transferencias Western (12).

1.4. Caracterizacion de RIF a partir de plasma de VP
1.4.1. Bioensayos

El ensayo de induccion de MMD fue como sigue: el plasma de VP (al 5 0 10%) primero se incubd (20 min) en medio
con células T CD4 de HD purificadas. Después las células se cultivaron en portaobjetos de vidrio revestidos con
polilisina durante 10 min, después se activaron mediante 15 min con IL-7 (2 nM) o sin IL-7 para el control (NS),
después se fijaron mediante PFA (PFA, al 1,5%, 15 min a 37 °C, seguidos de 15 min a temperatura ambiente)
equilibrandose durante una hora en PBS/SVF al 5% antes de tefiirse con la toxina B del colera (CtxB-AF488). Los
MMD se contaron mediante microscopia de STED.

Los ensayos para la inhibicién de la fosforilacién de STAT vy la translocacién nuclear fueron como sigue: el plasma
de VP (al 5 0 10%) primero se incubd con células T CD4 de HD purificadas (20 min) antes de una estimulacion con
IL-7 (2 nM, 15 min). Después las células se cultivaron en portaobjetos de vidrio revestidos con polilisina durante 10
min, después se activaron mediante 15 min con IL-7 (2 nM) o sin IL-7 para el control (NS), después se fijaron
mediante PFA (PFA, al 1,5%, 15 min a 37 °C, seguidos de 15 min a temperatura ambiente) y se permeabilizaron con
metanol (al 90% a -20 °C). Las células se equilibraron durante una hora en PBS/SVF al 5%, después el fosfo-STAT5
se tifd con anti-STAT5 de conejo marcado con anti-Atto642 de conejo de cabra y se analizaron mediante FACS o
microscopia de STED.

1.4.2. Tratamientos con enzimas

Se evaluaron los efectos de una digestion con enzimas sobre la actividad RIF tratando plasma de VP filtrado con
una membrana de 30 kDa. Se usaron los compuestos del plasma con PM < 10 kDa como controles negativos. Se
ensayaron los efectos de la tripsina porcina (1 U/ml durante 30 min a 37 °C, seguido de una inhibicion de PMSF e
intercambio del tamp6n con filtros de centrifuga de membrana de 5 kDa de Millipore), o ADNasa | (1 U/ml durante 30
min a 37 °C), o ARNasa (1 U/ml durante 30 min a 37 °C) o péptido N-glicanasa (1 U/ml durante 30 min a 37 °C).
Todas las preparaciones se analizaron a una concentracion final del 10%.

1.4.3. Determinacién del PM o purificacién de RIF

Se realiz6 una cromatografia de exclusion molecular cargando 1,6 ml de plasma en una columna de 85 ml Sephadex
G100 preequilibrada con carbonato de amonio (0,1 M) o PBS, y después recogiendo fracciones de 0,8 ml del eluato.
La columna se calibré usando un conjunto de proteinas (GE-Healthcare). La concentracién de proteinas se midié
mediante el método de Bradford. Se ensay6 el plasma de VP filirado con una membrana de 100 kDa y el plasma de
VP total, y ambos produjeron idénticos resultados. Se recogieron las fracciones entre 13-17 kDa, que contienen RIF
semipurificado.

1.4.4 Determinacion del punto isoeléctrico

Se realiz6 una cromatografia de intercambio aniénico o catiénico en columnas de 1 ml MonoQ o MonoS (GE-
Healthcare) con elucion mediante sucesivas etapas de pH (tampones carbonato de amonio/acetato de amonio). Se
midié el pH de cada fraccién eluida y estas después se ajustaron a pH 7,4 antes de ensayar sus efectos biologicos.
Se midié la actividad RIF en las correspondientes fracciones inmediatamente después de la elucién.

1.4.5 Analisis de MS

Se liofilizaron muestras procedentes de la filtracion en gel (G100), después se resuspendieron, se reunieron y se
proteolizaron con tripsina porcina, segun métodos conocidos per se en la técnica. Después se separaron los
péptidos proteoliticos en 12 fracciones mediante una cromatografia a través de una columna C18 eluida en acetato
de amonio. Las 12 fracciones se separaron a través de C18 eluida en fase inversa (acetonitrilo) y directamente se
inyectaron mediante electropulverizacién en un orbitrap Velos (Thermo Scientific) para el analisis de MS con
fragmentacion de Ar secundaria y después MS/MS para los 10 picos de mayor intensidad por barrido de MS.

Se usaron los programas informaticos Mascot y X-Tandem convencionales. Para cada proteina de los subconjuntos
de la base de datos, se calcularon 3 criterios:

- Puntuacién de i: Célculo de la especificidad teérica de cada péptido procedente de la digestion con tripsina de una
Unica proteina en la base de datos NextProt enriquecida con proteinas maduras con ruptura del péptido senal
(numero de péptidos exclusivos/proteina): nimero de péptidos especificos en todas las secuencias humanas
(todas), secuencias con un péptido sefnal N-terminal (sec) por proteina.

- Célculo de la aparicion tedrica de péptidos compatibles con picos procedentes de toda la serie de barridos de MS
(picos que se corresponden con péptidos tedricos/proteina).
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- Célculo de la cobertura tedrica de la secuencia de la proteina con los péptidos que se corresponden con picos.
Para cada proteina se determiné una puntuacién p, como un célculo de las tres puntuaciones.

Ejemplo 1: Activacion aberrante de linfocitos T CD4 procedentes de VP medida mediante la presencia de
microdominios de membrana (MMD) anémalos

Este ejemplo describe la investigacién de nuevos parametros moleculares y celulares que explican algunas de las
respuestas anémalas observadas en los linfocitos T CD4 en pacientes infectados crénicamente por VIH. La
activacion crénica del sistema inmunoldgico habitualmente se mide evaluando la sobreexpresion de moléculas de la
superficie celular, tales como CD38, HLA-DR y CD25, que se consideran como los marcadores principales de la
disfuncion de CD4 (15). Sin embargo, a pesar de muchos esfuerzos, estos datos siguen sin estar claros, y el
fenotipo de las células T CD4 no puede explicar directamente sus defectos inmunolégicos.

Se uso6 la microscopia de STED y el marcaje con la toxina B del colera (CtxB-AF488) para detectar la presencia de
MMD (12). Antes de cualquier estimulacion, se descubrié que la superficie de los linfocitos T CD4 purificados a partir
de VP porta muchos mas MMD que los linfocitos T CD4 quiescentes purificados a partir de HD (figura 1a). Ademas,
y de lo modo mas importante, todas las células T CD4 procedentes de VP muestraron un nimero mayor de MMD.
Este patron anémalo no es consecuencia de la estimulacién con IL-7 en plasma de VP, puesto que el promedio de
concentracién de IL-7 en este plasma (0,4 pM) es solo la 100 parte de la Kd de la IL-7R (13, 14). Cuando las células
T CD4 purificadas procedentes de HD se estimularon con IL-7, se observé un gran nimero de MMD. Por contraste,
el patrén de MMD de las células T CD4 procedentes de VP no se vio afectado por IL-7 (figura 1a). Esta activacion
andmala, acoplada con la ausencia de cualquier respuesta a IL-7, puede ser imitada por un estimulo no fisioldgico,
tal como con fitohemaglutinina (PHA) (figura 1a).

Después se cuentan estos diversos MMD andémalos. Se observaron aproximadamente 150-200 MMD por célula T
CD4 procedentes de VP, asi como en células T CD4 de HD estimuladas con PHA (figura 1c). De nuevo, en este
caso, los resultados obtenidos demuestran que todas las células T CD4 procedentes de VP expresan MMD,
incluyendo todas las subpoblaciones principales de CD4 (figura 1c). La IL-7 no aumenté el nimero de MMD en VP.
Por contraste, el nimero de MMD en células T CD4 de HD aumenté desde un nivel de fondo hasta
aproximadamente 10 MMD/célula hasta 300 después de una estimulaciéon con IL-7. También se realizé un estudio
del tamafo de los MMD (figuras 1d y e). Este demostré que los MMD sobre las células T CD4 procedentes de VP y
sobre las células T CD4 de HD estimuladas con PHA eran mucho mayores (250 nm) que los procedentes de células
T CD4 de HD estimuladas con IL-7 (90 nm).

Ejemplo 2: Todas las cadenas IL-7R alfa y gamma-c son secuestradas en los microdominios de membrana
resistentes a detergentes (DRM) anémalos aislados a partir de células T CD4 de VP

Se analizaron células T CD4 de HD en reposo para verificar que las cadenas IL-7R alfa y gamma-c estaban
localizadas en fracciones de alta densidad fuera de los MMD. Cuando estas células T CD4 de HD son estimuladas
por IL-7, estas dos cadenas se localizan en fracciones de baja densidad, que se corresponden con MMD resistentes
a detergentes o DRM que contienen todas las proteinas secuestradas en MMD (figura 2).

Cuando se repiti6 el estudio con células T CD4 purificadas a partir de VP, el patron fue diferente (figura 2). Antes de
cualquier estimulacion, todas las cadenas IL-7R alfa y gamma-c ya se encontraban secuestradas en los DRM;
ninguna estaba localizada en las fracciones de alta densidad que se corresponden con los receptores libres fuera de
los MMD. Ademas, una preestimulacion de las células T CD4 con IL-7, antes de la preparacion de los DRM, no
afect6 a este patron (los datos no se muestran). De nuevo, en este caso, la preestimulacion de las células T CD4 de
HD con PHA no fisiolégico reproduce esta situacion patolégica. Esto confirma los datos en la figura 1 y demuestra
que las células T CD4 en VP estan sometidas a una activacion aberrante antes de cualquier estimulacion. Ademas,
estos MMD an6malos contienen todas las cadenas IL-7R (figura 2).

Ejemplo 3: Analisis en gel bidimensional del sefialosoma de IL-7 en células T CD4 purificadas procedentes de HD,
VP y células de estimuladas con IL-7. Caracterizacion del estado de activacién aberrante mediante el patron de
proteinas recuperadas después de una inmunoprecipitacién

Se usé una electroforesis bidimensional para demostrar que la composicién del sefialosoma de IL-7 en VP es
anoémalo y diferente del que aparece en células T CD4 de HD activadas con IL-7 y quiescentes (figura 7a, 7b y 7c).

Se inmunoprecipitaron proteinas con anti-IL-7Ralfa (mAb de raton 40131, R&D System) inmovilizado sobre proteina
G-Sepharose 4G a partir de un lisado de células T CD4 purificadas, y se separaron en una 2D-PAGE (IEF en tiras
de gel de pH 3-10, seguido por gel de SDS con bis-acrilamida al 12%). Se muestran las escalas de pH y PM (kDa).
Los geles se tifieron con Sypro-Ruby. Los geles mostrados son representativos de 8 parejas de NS/IL-7 obtenidas a
partir de HD y 3 geles procedentes de VP.

Figura 7a: Células T CD4 de HD no estimuladas (NS).

Figura 7b: Células T CD4 de VP. Se observaron mas manchas en geles bidimensionales tefiidos con Sypro Ruby
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preparados a partir de VP, que los preparados a partir de HD. Ademas, se observé que las manchas comunes eran
mas intensas cuando los geles bidimensionales se prepararon con extractos de VP.

Figura 7c: Células T CD4 de HD estimuladas con IL-7. El patrén en las células T CD4 de HD estimuladas con IL-7
difiere del de células T CD4 de VP. Esto apoya alin mas la propuesta de que la activacion aberrante que se
encuentra en VP no es la consecuencia de una estimulacion con IL-7 que pueda tener lugar en 6rganos con niveles
elevados de IL-7, por ejemplo, en 6rganos productores de IL-7.

A partir de este andlisis, puede concluirse que las cadenas de IL-7R en VP no solo son parte de los MMD anémalos,
sino que también interaccionan con complejos de proteinas diferentes de los que se encuentran en el sefialosoma
de IL-7 normal.

Ejemplo 4: Tasa de difusién de IL-7Ralfa en la superficie de células T CD4 purificadas procedentes de HD, VP y
células HD estimuladas con PHA. La IL-7Ralfa en células T CD4 de VP se introduce en MMD anémalos ricos en
lipidos, limitando con ello sus tasas de difusién y evitando cualquier interaccion con el citoesqueleto y, por tanto,
cualquier capacidad de transmitir senales.

La difusién bidimensional de IL-7Ralfa tefiida con mAb AF488-anti-IL-7Ralfa se midi6 mediante FCS en la superficie
de células T CD4 vivas. Los resultados se muestran en la figura 8. Se midieron los tiempos de difusion 1D (en 103
seg) en ausencia de IL-7 (o, autocorrelacion) o en presencia de IL-7-biotina-SAF633 (e, correlaciéon cruzada) como
se ha descrito (10, 12). Estos momentos después se representaron graficamente frente a la superficie especifica
celular we? (en 103 nm?) interceptada por el volumen confocal. Se muestran las graficas de difusion con y sin
pretratamiento con inhibidores de MMD (COasa 1 pug/ml mas SMasa 0,1 pg/ml durante 30 min) o inhibidores del
citoesqueleto (CitD 20 uM mas Col 10 uM durante 30 min).

Las barras indican PEE para 5 experimentos independientes. Las pendientes de la regresion lineal produjeron unas
tasas de difusién eficaz Derr y un tiempo de confinamiento extrapolado por interseccién con y 10 como describieron
previamente los inventores (12). Se muestran las Der en la gréfica de barras de la figura 3a.

Figuras 8a, 8d: En la superficie de células T CD4 de HD.
Figuras 8b, 8e: En la superficie de células T CD4 de VP.
Figuras 8c, 8f: En la superficie de células T CD4 de HD preactivadas con PHA (1 pg/ml).

Figura 8g: Esquema del mecanismo de la difusién de IL-7Ralfa introducidos en MMD antes y después de un
tratamiento con inhibidores de MMD o inhibidores del citoesqueleto. Los MMD se indican mediante discos, los
receptores mediante varillas, y el citoesqueleto se muestra como una red. Se indican las tasas de difusion (rapida,
lenta, muy lenta) para facilitar la interpretacion de los datos. Este esquema ilustra los resultados que también se
indican en la figura 3a.

Ejemplo 5: Las cadenas de IL-7R secuestradas en los MMD andmalos de células T CD4 de VP no son funcionales

Se miden las tasas de difusion de IL-7R alfa en la superficie de células T CD4 tal como se ha descrito previamente
(10, 12) y como se detalla en el ejemplo 4. Antes de cualquier estimulacién, se observa que estas tasas de difusion
son tres veces mas lentas en células T CD4 de VP que de HD (figura 3a). Esto vuelve a demostrar que las cadenas
IL-7R alfa estan introducidas en MMD anémalos en la superficie de estas células T CD4 (figura 3a). Un tratamiento
con COasa mas SMasa libera el receptor de sus restricciones por MMD vy, por tanto, aumenta su tasa de difusién
(figura 3a). Por contraste, un tratamiento con citocalasina D (Cit D) mas colchicina (Col) (que desorganiza el
citoesqueleto) no produce efecto sobre la tasa de difusion de la cadena IL-7R alfa en células T CD4 de VP (figura
3a). Puesto que la organizacién del citoesqueleto es una necesidad absoluta para la transduccion de senales, esta
ausencia de cualquier conexion funcional o estructural entre IL-7R alfa y la red del citoesqueleto sugiere que la
sefalizaciéon no puede producirse cuando los complejos de IL-7R son secuestrados en MMD an6émalos, como es el
caso en las células T CD4 de VP.

Entonces se empled una microscopia de STED pulsada para estudiar la fosforilacion de STAT5 (fosfo-STATS) y el
reparto de fosfo-STAT5 en el citoplasma y el ndcleo de células T CD4 de HD y VP. La figura 3b muestra imagenes
de STED de la distribucion de fosfo-STAT5 antes y después de 15 min de estimulacién con IL-7. Se advirtié que el
fosfo-STAT5 se acumula en el ndcleo de células T CD4 de HD, y este fendmeno fue inhibido por la desorganizacion
del citoesqueleto. Por contraste, no se produjo translocacion de fosfo-STATS al nacleo en células T CD4 de VP ni en
las células T CD4 de HD preestimuladas con PHA (figura 3b).

Después se siguié la cinética de aparicién de fosfo-STAT5 en el citoplasma y el nucleo durante una hora (figura 3c,
d, e). Esto demuestra que la fosfo-STATS5 en las células T CD4 de VP se acumula mayoritariamente en el citoplasma
y no migra al nacleo (figura 3d), como en las células T CD4 de HD estimuladas con PHA (figura 3e). Esto resulté
particularmente evidente cuando los resultados se comparan con los obtenidos en los cinco minutos siguientes a la
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estimulacion con IL-7 de las células T CD4 de HD, en las que 50% de fosfo-STAT5 se encontré en el nucleo (figura
3c).

Ejemplo 6: El plasma procedente de VP induce MMD an6émalos en la superficie de células T CD4 de HD purificadas

Después se investigo el origen de la activacion aberrante de las células T CD4 de VP. El hecho de que todas las
células T CD4 estuviesen implicadas y que una sefal no fisioldgica, tal como PHA, imita el resultado condujo a una
investigacion del plasma de VP. Se incubaron células T CD4 de HD purificadas con plasma de VP al 10% durante 30
min y se contaron los MMD en la superficie de las células T CD4, segun se detecta mediante la toxina B del célera
marcada (CtxB-AF488). La figura 4a muestra las imagenes obtenidas. El plasma de VP por si solo un gran nimero
de MMD sobre células T CD4 de HD. La adicién de IL-7 no afect6 al tamafo o al nimero de estos MMD (figura 4a).
Estos resultados se muestran para el plasma procedente de cinco VP diferentes (figura 4b) y se verificaron usando
muchas mas muestras de plasma procedentes de estos VP (> 15). Los experimentos también se repitieron usando
células T CD4 procedentes de HD diferentes (> 5). Los controles consistieron en el ensayo de muestras de plasma
procedentes de pacientes controladores de VIH ("HIV-controllers”, HIC) y tratados con antirretroviricos
("antiretroviral-treated", ART) en células T CD4 de HD purificadas. Ninguna de estas indujo MMD ni inhibié la
induccioén de IL-7 de MMD (figura 4c).

Esto se volvié verificé a verificar mediante el ensayo de un gran ndmero de diluciones de los diversos plasmas
(figura 4d). El plasma de VP rebajado a una dilucién al 0,1% provocé la formacion de MMD dispersados a través de
la superficie celular. El plasma de VP diluido en 50 a 100 veces produjo 50% de actividad maxima. Ninguna de las
muestras de plasma procedentes de pacientes HIC o ART indujo MMD a ninguna dilucién.

Ejemplo 7: El plasma procedente de VP inhibe la translocacion nuclear de fosfo-STATS5 inducida por IL-7

Se ensayé la funcion de la IL-7R en células T CD4 de HD tratadas con plasma de VP siguiendo la fosforilacion de
STAT5 y la translocacién nuclear. Tal como puede observarse en la figura 5a, la preincubacién de células T CD4 de
HD con plasma de VP (concentracion al 10%) inhibi6 la fosforilacion de STAT5 inducida por IL-7 y su translocacion
nuclear. La figura 5b muestra los resultados obtenidos con cinco muestras de plasma de VP. En todos los casos, a
una dilucion del 10% se inhibié la translocacién nuclear de fosfo-STAT5. Estos resultados fueron confirmados con
plasmas procedentes de VP diferentes (> 15) y diversas fuentes de células T CD4 de HD (>5).

También se ensay0 el efecto de plasma derivado de pacientes HIC y ART mediante su preincubacion con células T
CD4 de HD purificadas (figura 5a y 5c). De nuevo, en este caso, solo el plasma de VP fue capaz de inhibir la
translocacion nuclear de fosfo-STATS5 inducida por IL-7. También se determiné (figura 5d) que el plasma de VP es
activo hasta una dilucién del 0,1%, y se obtuvo la actividad semimaxima a una dilucion en 50 a 100 veces, lo cual se
correlaciona con la capacidad para inducir MMD andémalos (figura 4d).

También se ensayé el efecto de plasma derivado de pacientes tratados ART, pero no respondedores (CD4-NR) a su
tratamiento (bajo recuento de ARN virico y bajo recuento de células T CD4) mediante su preincubacién con células T
CD4 de HD purificadas. De nuevo, en este caso, solo el plasma de CD4-NR fue capaz de inhibir la translocacion
nuclear de fosfo-STAT5 inducida por IL-7. También se determind que el plasma de CD4-NR es activo hasta una
dilucion del 0,1%, y se obtuvo la actividad semimaxima a una diluciéon en 50 a 100 veces, lo cual se correlaciona con
la capacidad para inducir MMD anémalos, tal como se observa con VP.

Ejemplo 8: Caracterizacion molecular del factor inductor del estado refractario

Se investigd la naturaleza quimica del RIF. Los estudios realizados (figura 6a) demostraron que el RIF es una
proteina, puesto que la tripsina destruy6 su actividad. El tratamiento con péptido N-glicanasa (PNGasa) no produjo
ningun efecto, lo cual indica que no es necesaria una N-glicosilacién para la actividad RIF.

Después se midié el peso molecular de RIF mediante cromatografia de exclusion molecular en una columna
Sephadex G-100. Se midié la induccion de MMD (figura 6b) y la inhibicién de la translocacién nuclear de fosfo-
STATS inducida por IL-7 (figura 6¢) en todas las fracciones eluidas de la columna. En la figura 6 se muestran dos
perfiles de columna representativos. Ambos demuestran que RIF es un Unico factor, con un PM entre 10 y 15 kDa.

La figura 6b muestra las densidades de los péptidos o proteinas viricos medidas mediante transferencia por puntos
en cada una de las 100 fracciones recogidas de la columna Sephadex G100. Las mediciones se repitieron tres
veces con diferentes anticuerpos policlonales procedentes de muestras de plasma de VP caracterizadas por su alta
actividad contra proteinas viricas. Para cada experimento, las sefales obtenidas con los plasmas de HD después se
restaron de los valores. El patrén mostrado en la figura 6b demuestra que no se detectaron fragmentos o proteinas
viricas en la fraccion que contenia actividad RIF, mientras que el ensayo de transferencia por puntos fue capaz de
detectar proteinas viricas con un PM mayor (de 190 a 32 kDa).

Después se usaron fracciones enriquecidas activas de 10 a 15 kDa procedentes de las columnas Sephadex G100
para enmarcar el punto isoeléctrico de RIF mediante la retencién en columnas de intercambio aniénico (MonoQ) o
cationico (MonoS), seguido de una elucién de pH (el pH aumenta con MonoS o el pH disminuye con MonoQ) (figura
6d). Después se midio la actividad inductora de MMD de las diversas fracciones de pH después de ajustar su pH a

27



10

15

20

25

30

ES 2812542 T3

7.,4. En todos los casos, se recuperé del 25 al 30% de la actividad inicial en dos fracciones, un resultado coherente
con un punto isoeléctrico de 6,5 a 8,0.

Por tanto, RIF es una proteina segregada, con un PM de aproximadamente 15k Da, un pl de aproximadamente 7,5-
8,0, que contiene un puente disulfuro. Siguiendo las anteriores caracteristicas estructurales y funcionales, se obtuvo
directamente la identidad de RIF. En particular, de entre las 36853 proteinas humanas conocidas, solo 62
presentaban las anteriores cuatro caracteristicas de RIF. Se analiz6 un material semipurificado preparado a partir de
tres pacientes virémicos y tres HD usando una espectrometria de masa y el programa Mascot convencional. Las
proteinas recuperadas se clasificaron segun la puntuacion p descrita en la seccién de materiales y métodos. Los
resultados mostrados en la siguiente tabla 1 indican clara y directamente que RIF es GIBsPLA2.

Tabla 1

Mnemotécnica ID PI PM Punt.dei Puntuacién p Descripcion
PA21B_HUMANA | P04054 7,95 14138,99 9 0,64 Fosfolipasa A2 del grupo 1
TMEM9_HUMANA | Q9P0T7 | 6,23 18568,37 5 0,29 Proteina transmembrana 9 (TM)

Molécula spe 1 de células
ESM1_HUMANA | Q9NQ30 | 6,83 | 18122,42 5 0,10 endoteliales
CYTD_HUMANA P28325 | 6,76 | 13858,6 3 0,08 Cistatina-D

Secuencia sefal R sub beta
SSRB_HUMANA P43308 | 7,03 | 18273,74 7 0,05 (TM)
GPIX_HUMANA P14770 6,14 17316,06 6 0,04 Glicoproteina IX de plaguetas
B2MG_HUMANA | P61769 | 7,67 | 18510,47 4 0,03 Beta-2-microglobulina
EPGN_HUMANA | Q6UWO09 | 7,72 | 14724,99 1 0,02 Epigén
IL19_HUMANA Q9UHDO | 7,8 17812,56 5 0,02 Interleuquina-19
IL3_HUMANA P08700 7,05 15091,38 3 0,02 Interleuquina-3

Proteina similar a glicosil-PPI-
GML_HUMANA Q99445 | 6,67 | 15918,41 7 0,02 anc
CYTM_HUMANA | P05113 | 7,02 | 13149,22 4 0,017 Cistatina-M

Por tanto, la proteina encontrada en el plasma de pacientes virémicos es la forma segregada de GIBsPLA2. La
proteina madura tiene 125 aa (PM 14138), Pl de 7,95 y 7 puentes disulfuro. Usando GIBsPLA2 porcina purificada
del mercado, fue posible verificar in vitro que esta proteina induce MDM andémalos, que bloquean la translocacion
nuclear de pSTATS5 IL-7 en el plasma de pacientes virémicos, lo cual vuelve a confirmar que RIF es GIBsPLA2, méas
especificamente su forma segregada. La secuencia de aminoacidos de GIBsPLA2 humana se proporciona como
SEQ ID NO:2.

Ejemplo 9: PLA2sGIB induce la falta de respuesta (anergia) de linfocitos CD4

El ejemplo 7 demuestra que PLA2sGIB, a través de la induccién de aMMD, induce un bloqueo de la translocacion
nuclear de fosfo-STATS5 inducida por IL-7 (NT pSTATS). Por consiguiente, los linfocitos T CD4 no responde a IL-7 y,
a pesar del nivel elevado de esta citoquina en el plasma de pacientes VIH, su nimero disminuye, lo cual conduce a
linfopenia de CD4, la caracteristica de los pacientes infectados por VIH.

En este caso se investig6 la posibilidad de que PLA2sGIB también participe en la induccién de la anergia, otra
caracteristica de los linfocitos CD4 procedentes de pacientes infectados crénicamente con VIH.

Bioensayo
Induccion de MMD:

En primer lugar, se incubd plasma de VP que contenia PLA2sGIB (20 min) en medio con células T CD4 de HD.
Después las células se cultivaron en portaobjetos de vidrio revestidos de polilisina durante 10 min mas. Después se
fijaron con paraformaldehido (PFA, al 1,5%, 15 min a 37 °C, seguido de 15 min a temperatura ambiente) antes de
tefiirse con la toxina B del célera (CtxB-AF488), y los MMD se contaron mediante microscopia de CW-STED.
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Inhibicién de la fosforilacion de STAT y translocacion nuclear:

En primer lugar, el plasma de VP que contenia PLA2sGIB se incubd con células T CD4 de HD purificadas (20 min)
antes de una estimulacion con IL-7 (2 nM, 15 min). Después las células se cultivaron en portaobjetos de vidrio
revestidos de polilisina antes de una fijacion con PFA (al 1,5%) y una permeabilizacién con metanol (90% a - 20 °C).
Después pSTATS se tifnd con anti-STATS de conejo marcado con anti-Atto642 de conejo de cabra y se analizé
mediante FACS o microscopia de STED pulsada.

Resultados

La figura 10a demuestra que, después de la exposicién a PLA2 GIB (plasma de paciente virémico), los linfocitos
CD4 procedentes de donantes sanos (HD) no pudieron responder a IL-2, segun se mide mediante la inhibicion de
NT pSTATS5 inducida por IL-2. Esta inhibicién es total con plasma al 3%, y muy significativa con plasma al 1%
(p<0,0001).

Después se estudié la respuesta de linfocitos T reg CD4+ CD25* a PLA2 GIB. Los resultados se presentan en la
figura 10b. Tal como se ilustran, mientras que 100% de las células sanas responden a IL-2 mediante NT pSTATS,
PLA2 GIB (plasma de pacientes virémicos al 1%) inhibe completamente este mecanismo de transduccion de
sefales. Puesto que las células CD4+ CD25* representan menos del 5% de las células T CD4 totales, no pueden
influir significativamente en los datos presentados en la figura 10a.

IL-7 e IL-2 son miembros de la familia de citoquinas gamma c. Para confirmar que la falta de respuesta a esta
citoquina puede estar relacionada con gamma c, se ensay6 la respuesta a IL-4. Se midié la respuesta a IL-4
siguiendo la NT de pSTAT6 inducida por IL-4 (figura 11). Los resultados de los inventores demuestran claramente
que la respuesta a IL-4 es inhibida por PLA2 GIB (completamente con plasma al 3% y en gran medida por plasma al
1%).

Por tanto, estos resultados demuestran que los mecanismos de sefalizacién inducidos por citoquinas de la familia
gamma c son alterados por PLA2 GIB. Esto concuerda totalmente con el descubrimiento de los inventores de que la
cadena del receptor de gamma c se encuentra completamente secuestrada en aMMD que se encuentran
espontaneamente sobre la superficie de linfocitos CD4 procedentes de pacientes con VIH (los datos no se
muestran).

Ejemplo 10: Actividad de las formas recombinantes de PLA2 GIB

En este ejemplo, se ensay6 la actividad de diversas formas purificadas de proteinas de PLA2 GIB para confirmar
aun mas el efecto de esta proteina en forma purificada sobre el sistema inmunoldgico, y para confirmar ain mas su
especificidad.

Ensayo enziméatico

El ensayo se realizé con el kit de ensayo Enz Check PLA2 de Life Technologies (referencia: E102147). Este ensayo
proporciona un control a tiempo real rapido y continuo de las actividades de la enzima de PLA2. La actividad PLA2
se sigue mediante el aumento en la intensidad de una Unica longitud de onda a 515 nm. PLA2 se detecta mediante
cambios en la proporcién de intensidad de emisién a 515/575 nm con excitacion a 460 nm. Las actividades
especificas se expresan en cantidad de sustrato fluorescente (U) obtenido por segundo y por pg de enzima en
disolucion.

Resultados
Los datos se proporcionan en la siguiente tabla 2.

Tabla 2: Actividad de proteinas de PLA2 GIB recombinantes

PLA2 Naturaleza Concentracién | Concentracién | Cantidad Actividad
inicial (mg/ml) final (ug/ml) (ug) especifica
(U/ug/s)
ppPLA2 IB | De pancreas porcina purificada 2,90 0,58 0,06 7694,31
pPLA2 IB Porcina recombinante (en E. coli) 1,40 2,80 0,14 10353,57
hPLA2 IB Humana recombinante (en E. coli) 0,70 1,40 0,07 10694,57
hPLA2 IIA Humana recombinante (en E. coli) 1,45 2,90 0,15 214,93
hPLA2 IID Humana recombinante (en E. coli) 0,70 1,40 0,07 44521
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hPLA2 X Humana recombinante (en E. coli) 0,68 1,36 0,07 3318,97

Los resultados demuestran que PLA2 GIB humana recombinante producida en E. coli muestra una potente actividad
enzimatica. Ademas, los resultados también demuestran que la PLA2GIB porcina recombinante producida en E. coli
tiene una actividad especifica similar a la de la PLA2GIB humana recombinante. Por contraste, PLA2GIIA y
PLA2GIID recombinantes no son activas, y PLA2GX tiene una actividad muy limitada.

Por tanto, PLA2 GIB recombinante representa un agente activo potente para su uso en la presente invencion.
Ejemplo 11: Los efectos de PLA2sGIB sobre linfocitos CD4 implican a su actividad enzimatica

En este ejemplo se investig6 si la actividad de PLA2sGIB sobre los linfocitos CD4 implica (por ejemplo, es
consecuencia) a una actividad enzimatica (por ejemplo, catalitica) de PLA2sGIB. Esta actividad enzimatica
modificaria la estructura de membrana que conduce a la formacién de multiples aMMD en la superficie de linfocitos
CD4.

En estos experimentos, se ensay6 un mutante de PLA2sGIB, en el que una histidina crucial en la posicion 48 fue
reemplazada por glutamina (H48Q mutante). Usando el ensayo enzimatico descrito en el ejemplo 10, se compar6 la
actividad enzimética de PLA2 GIB porcina recombinante producida en E. coli con la actividad de H48Q mutante
también producida en E. coli. Cada proteina se us6 a 200 microM. Tal como se muestra en la figura 12, el mutante
ha perdido toda su actividad enzimatica, lo cual ilustra el papel crucial de la histidina en la posicién 48 en PLA2 GIB.

Después se compard la actividad de PLA2 GIB porcina de tipo salvaje con su H48Q mutante en un bioensayo. Los
resultados presentados en la figura 13 demuestran que el mutante ha perdido la capacidad de wtPLA2 GIB de
inducir aMMD o de reducir o abrogar la translocacion nuclear de pSTATS5 inducida por IL-7 (NT pSTATS5).

Por tanto, estos resultados demuestran que la actividad enzimatica esta implicada en los efectos patogénicos de
PL2 GIB sobre los linfocitos CD4.

Ejemplo 12: Los anticuerpos anti-GIBsPLA2 restablecen la actividad de células T CD4 en el plasma de pacientes
VIH virémicos

Este ejemplo ilustra que, en el plasma de paciente virémicos, GIBsPLA2 transforma los linfocitos CD4 procedentes
de HD en linfocitos "enfermos", comparables a los caracterizados en la sangre de pacientes infectados por VIH. Este
ejemplo demuestra ademas que los anticuerpos anti-GIBsPLA2 suprimen, de modo eficaz, la actividad patogénica.

En una primera serie de experimentos, el plasma se traté con esferas de Sepharose revestidas con anticuerpos de
cabra dirigidos contra GIBsPLA2 humana o con dos anticuerpos de cabra control dirigidos contra antigenos no
pertinentes. La figura 14(a) claramente demuestra que los anticuerpos anti-GIBsPLA2 abolen o eliminan
completamente la actividad del plasma, que ya no puede inducir MMD anémalos en linfocitos CD4 procedentes de
HD. Los anticuerpos control | y control || no produjeron ningun efecto. Estos experimentos se repitieron tres veces
para cada plasma y se estudiaron tres plasmas diferentes procedentes de pacientes virémicos.

La figura 14(b) muestra resultados idénticos. En este caso, el plasma se traté como anteriormente, pero se analiz6
usando el segundo bioensayo. El plasma tratado con esferas de Sepharose revestidas con anticuerpos anti-
GIBsPLA2 ya no inhibe la translocacion nuclear de pSTATS inducida por IL-7. Los anticuerpos de cabra de control |
y control Il no afectaron a la capacidad del plasma procedente de pacientes virémicos para inhibir la translocacion
nuclear de pSTAT5 inducida por IL-7.

En una segunda serie de experimentos, se ensayaron los efectos de anticuerpos neutralizantes de conejo dirigidos
especificamente contra GIBsPLA2, -GIIA y -GIID. Estos anticuerpos se incubaron con el plasma y las células
durante los bioensayos. Los resultados obtenidos demuestran que los anticuerpos anti-GIBsPLA2 neutralizan los
efectos del plasma virémico segin se mide mediante la induccion de MMD anémalos y mediante la inhibicion de la
translocacion nuclear de pSTATS5 inducida por IL-7. Merece la pena mencionar que los anticuerpos dirigidos contra
PLA2-GIIA segregada o PLA2-GIID segregada, dos fosfolipasas que estan muy relacionadas con GIBsPLA2, no
produjeron ningun efecto en este ensayo.

Estos resultados demuestran que los anticuerpos anti-GIBsPLA2 pueden revertir y prevenir el efecto
inmunosupresor del plasma virémico. Estos resultados demuestran que los anticuerpos anti-GIBsPLA2 pueden
prevenir la inmunodeficiencia y reestimular la respuesta inmunoldgica en sujetos inmunodefectuosos.

Estos resultados también demuestran que la respuesta es especifica. GIBsPLA2 es el unico efector implicado en el
efecto patogénico examinado y que caracteriza al plasma de pacientes virémicos.

Ejemplo 13: Los anticuerpos anti-PLA2 GIB inhiben los efectos de PLA2 GIB sobre células CD4
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Se us6 PLA2G1B humana clonada y purificada para inmunizar conejos. Se prepararon fracciones de
inmunoglobulina de los correspondientes sueros. Se midid6 su capacidad para inhibir la actividad enzimatica de
PLA2G1B en membranas de E. coli radiomarcadas. Se afadieron las fracciones de inmunoglobulina activa al
bioensayo que incluyen linfocitos CD4 purificados a partir de la sangre de donantes sanos. Después se afiadio PLA2
segregada clonada y purificada (GIB, GIIA, GIID y GX) a los cultivos. Como controles se usaron fracciones de
inmunoglobulina preparadas a partir de conejos inmunizados con diversas PLA2 segregadas.

La figura 15 demuestra que diferentes concentraciones de anticuerpo policlonal inhiben la induccién de aMMD
(figura 15a) y bloquean la NT de pSTATS5 inducida por IL-7 (figura 15b). Esta actividad puede obtenerse desde 1
pug/ml a 100 pug/ml de Ig que contiene anticuerpos anti-PLA2 GIB. Esta actividad es totalmente especifica, puesto que
los anticuerpos dirigidos contra PLA2 GIIA, PLA2GIID o PLA2GX no produjeron efectos en el bioensayo (figura 15 a

y b).

Estos resultados vuelven a demostrar que puede usarse la inhibiciéon de PLA2GIB para tratar inmunodeficiencias y
para restablecer la actividad CD4.

Ejemplo 14: El receptor de PLA2GIB soluble inhibe los efectos de PLA2 GIB sobre células T CD4

Como otra demostracion de que los inhibidores de PLA2GIB pueden ejercer un efecto terapéutico, se ensayé una
forma soluble de un receptor de PLA2GIB.

En una primera serie de experimentos, se usé el receptor murino soluble especifico de PLA2 GIB que tiene la
siguiente secuencia de aminogcidos (SEQ ID NO:22):
MVOWLAMLOLILWLOOLLLLGIHQGIAQDLTHIQEPSLEWRDKGIFITIQSESLKTCIQAGK
SVLTLENCKOPNEHMLWKWVSDDHLFNVGGSGCLGLNISALEQPLKLYECDSTLISLRWH
CDRKMIEGPLQYKVQVKSDNTVVARKQIHRWIAYTSSGGDICEHPSRDLYTLKGNAHGMP
CVFPFOQFRKGHWHHDCIREGOKEHLLWCATTSRYEEDEKWGECPDPTSMKVECDATWQRNG
SSRICYQFNLLSSLSWNQAHSSCLMQGGALLSTIADEDEEDEFIRKHLSKVVKEVWIGLNQL
DEKAGWOWSDGTPLSYLNWSQETTPGPEFVEHHCGTLEVVSAAWRSRDCESTLPYICKRDL
NHTAQGILEKDSWKYHATHCDPDWT PEFNRKCYKLKKDRKSWLGALHSCQSNDSVLMDVAS
LAEVEFLVSLLRDENASETWIGLSSNKIPVSFEWSSGSSVIFTNWYPLEPRITLPNRRQLC
VSAEESDGRWKVKDCKERLEFYTCKKAGQVPADEQSGCPAGWERHGREFCYKIDTVLRSFEE
ASSGYYCSPALLTITSREFEQAFITSLISSVAEKDSYFWIALQDONNTGEYTWKTVGQREP
VOYTYWNTROPSNRGGCVVVRGGSSLGRWEVKDCSDEFKAMSLCKTPVKIWEKTELEERWP
FHPCYMDWESATGLASCFKVFHSEKVLMKRSWREAEAFCEEFGAHLASFAHIEEENFVNE
LLHSKEFNWTQERQFWIGEFNRRNPLNAGSWAWSDGSPVVSSELDNAYFEEDAKNCAVYKAN
KTLLPSNCASKHEWICRIPRDVRPKEFPDWYQYDAPWLEFYONAEYLFHTHPAEWATFEEVC
GWLRSDFLTIYSAQEQEFTHSKIKGLTKYGVKWWIGLEEGGARDQIQWSNGSPVIFQNWD
KGREERVDSQRKRCVFISSITGLWGTENCSVPLPSICKRVKIWVIEKEKPPTQPGTCPKG
WLYFNYKCFLVTIPKDPRELKTWTGAQEFCVAKGGTLVSIKSELEQAFTITMNLEGQTTNV
WIGLOQSTNHEKWVNGKPLVYSNWSPSDIINIPSYNTTEFQKHIPLCALMSSNPNFHETGK
WYFDDCGKEGYGEVCEKMODTLEHHVNVSDTSAIPSTLEYGNRTYKITRGNMTHWYAAGKS
CRMHRAELASTPDAFHQAFLTVLLSRLGHTHWIGLSTTDNGQTEFDWSDGTKSPFTYWKDE
ESAFLGDCAFADTNGRWHSTACESFLOQGATCHVVTETKAFEHPGLCSETSVPWIKEFKGNC
YSFSTVLDSRSFEDAHEFCKSEGSNLLATRDAAENSFLLEELLAFGSSVQMVWLNAQEDN
NNKTLRWEDGTPTEQSNWGLRKPDMDHLKPHPCVVLRIPEGIWHEFTPCEDKKGEICKMEA
GIPAVTAQPEKGLSHSIVPVIVTLTLITALGIFMLCFWIYKQKSDIFQRLTGSRGSYYPT
LNEFSTAHLEENILISDLEKNTNDEEVRDAPATESKRGHKGRPICISP

El inhibidor se ensayd en el bioensayo descrito en el ejemplo 9, a una concentracion de 100 nM. Los resultados se
presentan en la figura 16. Estos demuestran que puede usarse un receptor soluble de PLA2 recombinante como
potente antagonista, y que dicha molécula es capaz de bloguear significativamente el efecto negativo de PLA2sGIB
sobre la NT de pSTATS5 (figura 16).
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Pueden obtenerse resultados similares en otros conjuntos de experimentos que emplean polipéptidos de union a
PLA2-GIB que comprenden la secuencia de SEQ ID NO:25 o 28.

Ejemplo 15: La sobreexpresion de GIBsPLA2 induce una deficiencia inmunolégica

Se ha demostrado previamente que la terapia antirretrovirica muy activa ("Highly Active Anti-Retroviral Therapy",
HAART), que reduce la carga virica, también induce un aumento del recuento de CD4 en la mayoria de los
pacientes. Sin embargo, en algunos pacientes, a pesar del hecho de que el VIH se hace indetectable, los recuentos
de CD4 no aumentan. Los inventores han estudiado previamente esta situacion clinica y han demostrado que, en
estos pacientes denominados CD4 no respondedores (CD4-NR), aparecen defectos fuertes y persistentes en la
poblacién de linfocitos T CD4.

La figura 17 demuestra que el plasma de pacientes CD4-NR contiene mas actividad PLA2 GIB que el plasma
procedente de un paciente virémico tomado como control. Esto se midié en primer lugar mediante la induccion de
MMD anémalos por célula. Estos datos también fueron confirmados midiendo la capacidad para inhibir la
translocacion nuclear de pSTATS inducida por IL-7.

Tomados conjuntamente, los resultados demuestran que el plasma de los pacientes CD4-NR contiene cientos de
veces mas actividad PLA2 GIB que el plasma procedente de pacientes virémicos.

Analisis

Los resultados de los inventores demuestran que PLA2 GIB induce una inmunosupresion similar a la que caracteriza
a las células T CD4 procedentes de pacientes virémicos, incluyendo la incapacidad para responder a IL-2 (anergia) y
a IL-7 (mecanismo central hacia la linfopenia de CD4). Por tanto, la expresion de GIBsPLA2 durante una infeccién
por VIH desempeifia un papel central en la patofisiologia de la enfermedad inmunolégica que caracteriza a estos
pacientes. Estos defectos son especificos del tipo de célula, puesto que los linfocitos T CD8 procedentes de
pacientes con VIH no muestran MMD andmalos y contintan respondiendo a IL-7 (los datos no se muestran). El
modo de accién PLA2 GIB probablemente es consecuencia de su actividad enzimatica. Mediante el ataque a la
membrana del linfocito CD4 se modifica su fluidez y esto probablemente permite la formacién de MMD muy grandes
y anémalos.

Las reacciones inflamatorias desempefan un papel importante durante la infeccién por VIH. Sin embargo, su papel
exacto en la patogénesis del VIH sigue sin aclararse. Tomando en consideracién los datos de los inventores, se
puede establecer la hipétesis de que la infeccién por VIH induce un tipo muy peculiar de inflamacién que incluye a
GIBsPLA2. Ademas, se puede especular que, después de la induccion de PLA2 GIB, su secrecion escapa a los
procesos reguladores normales, conduciendo, por tanto, a una produccién crénica y a trastornos inmunoldgicos, que
son la consecuencia directa de la disfuncion de los linfocitos T CD4. Como consecuencia indirecta de la disfuncién
de los linfocitos T CD4, también pueden observarse otros defectos. Por ejemplo, una produccion disminuida de
interferon gamma disminuira las funciones de monocitos/macréfagos y de asesinas naturales.

La correlacién entre la recuperacion de la actividad PLA2 GIB plasmatica y las caracteristicas de diferentes grupos
de paciente también proporciona mucha informacién. Los "controladores de VIH" son pacientes muy poco habituales
que mantienen una carga virica indetectable y recuentes de CD4 cuasinormales a lo largo de los afios. Los
resultados de los inventores demuestran que no expresan actividad PLA2 GIB en su plasma. Por contraste, en la
mayoria de los pacientes, esta enzima se expresa y representa el lado negativo de la inflamacién que conduce a la
enfermedad inmunoldgica. De modo global, esto claramente establece que PLA2 GIB es un parametro muy crucial
en la patofisiologia de la infeccién por VIH.

A la disminucion de la carga virica en HAART le sigue un restablecimiento inmunoldgico, que incluye un aumento en
los recuentos de CD4. Durante este tratamiento, la actividad PLA2 GIB desaparece en el plasma de los pacientes.
Puesto que se considera que HAART disminuye las reacciones inflamatorias, esto también sugiere que PLA2 GIB es
parte de estos procesos inflamatorios. De manera mas importante, en la presente se describe el caso de los
pacientes CD4-NR que permanecen con recuentos de CD4 muy bajos, mientras que HAART controla su carga
virica. La sobreproduccion de PLA2 GIB que se encuentra en estos individuos puede explicar la persistencia de la
enfermedad inmunoldgica que caracteriza este estado clinico. Por tanto, después de HAART, se produce una fuerte
correlacion entre la produccion disminuida de PLA2 GIB que conduce al restablecimiento inmunoldgico, o su
persistente sobreproduccién que conduce a la irreversibilidad de la enfermedad inmunoldgica.

Las consecuencias terapéuticas y utilidades de este descubrimiento son inmensas. En efecto, la inhibicion de PLA2
GIB puede usarse para prevenir o curar la enfermedad inmunolégica de pacientes con VIH, asi como, de modo mas
general, de sujetos inmunodeprimidos. Aplicados de modo temprano durante la infeccion, los inhibidores de PLA2
GIB conducen a los pacientes hacia un estado de controlador de VIH. Aplicados mas tarde, por si solos o junto
con/en alternancia con HAART, aceleran la recuperacién de las funciones de los linfocitos T CD4, y mediante el
refuerzo de las defensas del hospedante, los inhibidores de PLA2 GIB conducen a un equilibrio entre el virus y el
sistema inmunoldgico, al igual que en muchas otras infecciones crénicas viricas. Por tanto, los inhibidores de PLA2
GIB representa agentes muy potentes para su uso, por si solos o en combinacién, para tratar trastornos asociados
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con una actividad o respuesta inmunologica andmala. También pueden ayudar a no tomar HAART y podrian
conducir a la interrupcion de estos tratamientos, conocidos por sus graves efectos perjudiciales.

Ademas, puesto que la falta de expresién de GIBsPLA2 (como en ratones KO para el correspondiente gen) es bien
tolerada, la supresién transitoria o permanente de GIBsPLA2 usando inhibidores o a través de una vacunacion,
representa una inmunoterapia potente y valida de trastornos inmunoldgicos, en particular en pacientes con VIH.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> INSTITUT PASTEUR

<120> Composiciones y métodos terapéuticos

<130> B1834
<160> 31

<170> PatentIn versién 3.3

<210> 1

<211> 447

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> ADNc que codifica hGIBsPLA2

<400> 1

atgaaactcc ttgtgctage tgtgectgetce acagtggeccg ccgecgacag cggcatcage

cctegggecg tgtggcagtt ccgcaaaatg atcaagtgeg tgatcccggg gagtgaccce

ttecttggaat acaacaacta cggctgctac tgtggettgg ggggctcagg caccecceccegtg

gatgaactgg acaagtgctg ccagacacat gacaactgct acgaccaggc caagaagctg

gacagctgta aatttctgct ggacaacccg tacacccaca cctattcata ctcgtgetcet

ggctcggcaa tcacctgtag cagcaaaaac aaagagtgtg aggccttcat ttgcaactge

gaccgcaacg ctgccatctg cttttcaaaa gctccatata acaaggcaca caagaacctg

gacaccaaga agtattgtca gagttga

<210> 2

<211> 148

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> hGIBsPLA2

<400> 2

Met Lys Leu Leu Val Leu Ala Val Leu Leu Thr Val Ala Ala Ala Asp

1 5 10 15

Ser Gly Ile Ser Pro Arg Ala Val Trp Gln Phe Arg Lys Met Ile Lys

20 25 30

Cys Val Ile Pro Gly Ser Asp Pro Phe Leu Glu Tyr Asn Asn Tyr Gly
35 40 45

Cys Tyr Cys Gly Leu Gly Gly Ser Gly Thr Pro Val Asp Glu Leu Asp

50

55

60

34

60

120

180

240

300

360

420

447



10

15

20

25

30

35

40

45

Lys

65

Asp

Tyr

Cys

Ser

Cys

Ser

Ser

Glu

Lys
130

Cys

Cys

Cys

Ala

115

Ala

Gln

Lys

Ser

100

Phe

Pro

Thr

Phe

85

Gly

Ile

Tyr

His

70

Leu

Ser

Cys

Asn

Asp

Leu

Ala

Asn

Lys
135

Asn

Asp

Ile

Cys

120

Ala

ES 2812542 T3

Cys

Asn

Thr

105

Asp

His

Tyr

Pro

90

Cys

Arg

Lys

Asp

75

Tyr

Ser

Asn

Asn

Gln

Thr

Ser

Ala

Leu
140

Tyr Cys Gln Ser
145

<210> 3
<211>19
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula de &cido nucleico inhibidor

<400> 3
atgaaactcc ttgtgctag 19

<210> 4
<211> 14
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula de &cido nucleico inhibidor

<400> 4
acagcggcat cagc 14

<210>5
<211> 17
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula de &cido nucleico inhibidor

<400> 5
ttccgcaaaa tgatcaa 17

<210>6
<211> 16
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula de &cido nucleico inhibidor

<400> 6
cccggggagt gacecce 16

35

Ala

His

Lys

Ala

125

Asp

Lys

Thr

Asn

110

Ile

Thr

Lys

Tyr

95

Lys

Cys

Lys

Leu

80

Ser

Glu

Phe

Lys
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<210>7
<211> 20
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula de &cido nucleico inhibidor

<400> 7
tacggctgct actgtggctt 20

<210>8
<211> 23
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula de &cido nucleico inhibidor

<400> 8
gacacatgac aactgctacg acc 23

<210>9
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula de &cido nucleico inhibidor

<400>9
acccacacct attcatactc gt 22

<210> 10
<211> 16
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula de &cido nucleico inhibidor

<400> 10
atcacctgta gcagca 16

<210> 11
<211>19
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula de &cido nucleico inhibidor

<400> 11
agctccatat aacaaggca 19

<210> 12
<211> 18
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula de &cido nucleico inhibidor

<400> 12
caagaagtat tgtcagag 18

36



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55
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<210> 13
<211>6
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Péptido inmunogénico

<400> 13
Asn Asn Tyr Gly Cys Tyr
1 5

<210> 14
<211>6
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido inmunogénico

<400> 14
Cys Tyr Cys Gly Leu Gly
1 5

<210> 15
<211> 14
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido inmunogénico

<400> 15
Tyr Asn Asn Tyr Gly Cys Tyr Cys Gly Leu Gly Gly Ser Gly
1 5 10

<210> 16
<211> 20
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido inmunogénico

<400> 16

Phe Leu Glu Tyr Asn Asn Tyr Gly Cys Tyr Cys Gly Leu Gly Gly Ser

1 5 10

Gly Thr Pro Val
20

<210> 17
<211>5
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Péptido inmunogénico

<400> 17
Gln Thr His Asp Asn

1 5

<210> 18
<211>7
<212> PRT
37
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<213> Artificial

<220>
<223> Péptido inmunogénico

<400> 18
Cys Gln Thr His Asp Asn Cys

1 5

<210> 19
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido inmunogénico

<400> 19
Glu Cys Glu Ala Phe Ile Cys Asn Cys
1 5

<210> 20
<211>6
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido inmunogénico

<400> 20
Asp Arg Asn Ala Ala Ile

1 5

<210> 21
<211> 20
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Péptido inmunogénico

<400> 21

Asp Arg Asn Ala Ala Ile Cys Phe Ser Lys Ala Pro Tyr Asn Lys Ala

1 5

His Lys Asn Leu
20

<210> 22
<211> 1487
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> receptor soluble

<400> 22

38



Met

Leu

Gln

Ser

Leu

65

Ser

Asn

Val

Leu

Glu

Glu

50

Glu

Asp

Ile

Gln

Leu

Pro

35

Ser

Asn

Asp

Ser

Trp

Gly

20

Ser

Leu

Cys

His

Ala
100

Leu

Ile

Leu

Lys

Lys

Leu

85

Leu

Ala

His

Glu

Thr

Gln

70

Phe

Glu

Met

Gln

Trp

Cys

55

Pro

Asn

Gln

Leu

Gly

Arg

40

Ile

Asn

Val

Pro

ES 2812542 T3

Gln

Ile

25

Asp

Gln

Glu

Gly

Leu
105

Leu

10

Ala

Lys

Ala

His

Gly

90

Lys

Leu

Gln

Gly

Gly

Met

75

Ser

Leu

Trp

Asp

Ile

Lys

60

Leu

Gly

Tyr

39

Leu

Leu

Phe

45

Ser

Trp

Cys

Glu

Gln

Thr

30

Ile

Val

Lys

Leu

Cys
110

Gln
15

His

Ile

Leu

Trp

Gly

95

Asp

Leu

Ile

Gln

Thr

Vval

80

Leu

Ser



Thr

Pro

Arg

145

Ile

His

His

Thr

Pro

225

Ser

Asn

Ile

Val

Gly

305

Gln

Glu

Pro

Leu

Leu

130

Lys

Cys

Gly

Asp

Thr

210

Thr

Ser

Gln

Ala

Vval

290

Trp

Glu

Vval

Tyr

Ile

115

Gln

Gln

Glu

Met

Cys

195

Ser

Ser

Arg

Ala

Asp

275

Lys

Gln

Ile

val

Ile

Ser

Tyr

Ile

His

Pro

180

Ile

Arg

Met

Ile

His

260

Glu

Glu

Trp

Thr

Ser

340

Cys

Leu

Lys

His

Pro

165

Cys

Arg

Tyr

Lys

Cys

245

Ser

Asp

val

Ser

Pro

325

Ala

Lys

Arg

val

Arg

150

Ser

val

Glu

Glu

vVal

230

Tyr

Ser

Glu

Trp

Asp

310

Gly

Ala

Arg

Trp

Gln

135

Trp

Arg

Phe

Gly

Glu

215

Phe

Gln

Cys

Glu

Ile

295

Gly

Pro

Trp

Asp

His

120

val

Ile

Asp

Pro

Gln

200

Asp

Cys

Phe

Leu

Asp

280

Gly

Thr

Phe

Arg

Leu

ES 2812542 T3

Cys

Lys

Ala

Leu

Phe

185

Lys

Glu

Asp

Asn

Met

265

Phe

Leu

Pro

Val

Ser

345

Asn

Asp

Ser

Tyr

Tyr

170

Gln

Glu

Lys

Ala

Leu

250

Gln

Ile

Asn

Leu

Glu

330

Arg

His

Arg

Asp

Thr

155

Thr

Phe

His

Trp

Thr

235

Leu

Gly

Arg

Gln

Ser

315

His

Asp

Thr

Lys

Asn

140

Ser

Leu

Lys

Leu

Gly

220

Trp

Ser

Gly

Lys

Leu

300

Tyr

His

Cys

Ala

40

Met

125

Thr

Ser

Lys

Gly

Leu

205

Phe

Gln

Ser

Ala

His

285

Asp

Leu

Cys

Glu

Gln

Ile

Val

Gly

Gly

His

190

Trp

Cys

Arg

Leu

Leu

270

Leu

Glu

Asn

Gly

Ser

350

Gly

Glu

val

Gly

Asn

175

Trp

Cys

Pro

Asn

Ser

255

Leu

Ser

Lys

Trp

Thr

335

Thr

Ile

Gly

Ala

Asp

160

Ala

His

Ala

Asp

Gly

240

Trp

Ser

Lys

Ala

Ser

320

Leu

Leu

Leu



Glu

Thr

385

Trp

Asp

Asp

Pro

Trp

465

Val

Glu

Glu

Tyr

Tyr

545

Ala

Phe

Lys

Lys

370

Pro

Leu

val

Glu

Val

450

Tyr

Ser

Arg

Gln

Lys

530

Tyr

Phe

Trp

Thr

355

Asp

Phe

Gly

Ala

Asn

435

Ser

Pro

Ala

Leu

Ser

515

Ile

Cys

Ile

Ile

Val
595

Ser

Asn

Ala

Ser

420

Ala

Phe

Leu

Glu

Phe

500

Gly

Asp

Ser

Thr

Ala

580

Gly

Trp

Arg

Leu

405

Leu

Ser

Glu

Glu

Glu

485

Tyr

Cys

Thr

Pro

Ser

565

Leu

Gln

Lys

Lys

390

His

Ala

Glu

Trp

Pro

470

Ser

Ile

Pro

vVal

Ala

550

Leu

Gln

Arg

Tyr

375

Cys

Ser

Glu

Thr

Ser

455

Arg

Asp

Cys

Ala

Leu

535

Leu

Ile

Asp

Glu

360

His

Tyr

Cys

Val

Trp

440

Ser

Ile

Gly

Lys

Gly

520

Arg

Leu

Ser

Gln

Pro
600

ES 2812542 T3

Ala

Lys

Gln

Glu

425

Ile

Gly

Leu

Arg

Lys

505

Trp

Ser

Thr

Ser

Asn

585

Val

Thr

Leu

Ser

410

Phe

Gly

Ser

Pro

Trp

490

Ala

Glu

Phe

Ile

Val

570

Asn

Gln

His

Lys

395

Asn

Leu

Leu

Ser

Asn

475

Lys

Gly

Arg

Glu

Thr

555

Ala

Thr

Tyr

Cys

380

Lys

Asp

Val

Ser

val

460

Arg

val

Gln

His

Glu

540

Ser

Glu

Gly

Thr

41

365

Asp

Asp

Ser

Ser

Ser

445

Ile

Arg

Lys

vVal

Gly

525

Ala

Arg

Lys

Glu

Tyr
605

Pro

Arg

Val

Leu

430

Asn

Phe

Gln

Asp

Pro

510

Arg

Ser

Phe

Asp

Tyr

590

Trp

Asp

Lys

Leu

415

Leu

Lys

Thr

Leu

Cys

495

Ala

Phe

Ser

Glu

Ser

575

Thr

Asn

Trp

Ser

400

Met

Arg

Ile

Asn

Cys

480

Lys

Asp

Cys

Gly

Gln

560

Tyr

Trp

Thr



Arg

Ser

625

Ser

Glu

Gly

Lys

His

705

Leu

Gly

Asp

Glu

Pro

785

Asp

Leu

Trp

Thr

Gln

610

Leu

Leu

Arg

Leu

Arg

690

Leu

Leu

Phe

Gly

Asp

770

Ser

val

Phe

Ala

Ile
850

Pro

Gly

Cys

Trp

Ala

675

Ser

Ala

His

Asn

Ser

755

Ala

Asn

Arg

Tyr

Thr

835

Tyr

Ser

Arg

Lys

Pro

660

Ser

Trp

Ser

Ser

Arg

740

Pro

Lys

Cys

Pro

Gln

820

Phe

Ser

Asn

Trp

Thr

645

Phe

Cys

Arg

Phe

Lys

725

Arg

Val

Asn

Ala

Lys

805

Asn

Glu

Ala

Arg

Glu

630

Pro

His

Phe

Glu

Ala

710

Phe

Asn

val

Cys

Ser

790

Phe

Ala

Phe

Gln

Gly

615

Vval

Val

Pro

Lys

Ala

695

His

Asn

Pro

Ser

Ala

775

Lys

Pro

Glu

vVal

Glu
855

Gly

Lys

Lys

Cys

Val

680

Glu

Ile

Trp

Leu

Ser

760

val

His

Asp

Tyr

Cys

840

Gln

Cys

Asp

Ile

Tyr

665

Phe

Ala

Glu

Thr

Asn

745

Phe

Tyr

Glu

Trp

Leu

825

Gly

Glu

ES 2812542 T3

Val

Cys

Trp

650

Met

His

Phe

Glu

Gln

730

Ala

Leu

Lys

Trp

Tyr

810

Phe

Trp

Phe

Val

Ser

635

Glu

Asp

Ser

Cys

Glu

715

Glu

Gly

Asp

Ala

Ile

795

Gln

His

Leu

Ile

Val

620

Asp

Lys

Trp

Glu

Glu

700

Asn

Arg

Ser

Asn

Asn

780

Cys

Tyr

Thr

Arg

His
860

42

Arg

Phe

Thr

Glu

Lys

685

Glu

Phe

Gln

Trp

Ala

765

Lys

Arg

Asp

His

Ser

845

Ser

Gly

Lys

Glu

Ser

670

vVal

Phe

Val

Phe

Ala

750

Tyr

Thr

Ile

Ala

Pro

830

Asp

Lys

Gly

Ala

Leu

655

Ala

Leu

Gly

Asn

Trp

735

Trp

Phe

Leu

Pro

Pro

815

Ala

Phe

Ile

Ser

Met

640

Glu

Thr

Met

Ala

Glu

720

Ile

Ser

Glu

Leu

Arg

800

Trp

Glu

Leu

Lys



ES 2812542 T3

Gly Leu Thr Lys Tyr Gly Val Lys Trp Trp Ile Gly Leu Glu Glu Gly
865 870 875 880

Gly Ala Arg Asp Gln Ile Gln Trp Ser Asn Gly Ser Pro Val Ile Phe
885 890 895

Gln Asn Trp Asp Lys Gly Arg Glu Glu Arg Val Asp Ser Gln Arg Lys
900 905 910

Arg Cys Val Phe Ile Ser Ser Ile Thr Gly Leu Trp Gly Thr Glu Asn
915 920 925

Cys Ser Val Pro Leu Pro Ser Ile Cys Lys Arg Val Lys Ile Trp Val
930 935 940

Ile Glu Lys Glu Lys Pro Pro Thr Gln Pro Gly Thr Cys Pro Lys Gly
945 950 955 960

Trp Leu Tyr Phe Asn Tyr Lys Cys Phe Leu Val Thr Ile Pro Lys Asp
965 970 975

Pro Arg Glu Leu Lys Thr Trp Thr Gly Ala Gln Glu Phe Cys Val Ala
980 985 3990

Lys Gly Gly Thr Leu Val Ser Ile Lys Ser Glu Leu Glu Gln Ala Phe
995 1000 1005

Ile Thr Met Asn Leu Phe Gly Gln Thr Thr Asn Val Trp Ile Gly
1010 1015 1020

Leu Gln Ser Thr Asn His Glu Lys Trp Val Asn Gly Lys Pro Leu
1025 1030 1035

Val Tyr Ser Asn Trp Ser Pro Ser Asp Ile Ile Asn Ile Pro Ser
1040 1045 1050

Tyr Asn Thr Thr Glu Phe Gln Lys His Ile Pro Leu Cys Ala Leu
1055 1060 1065

Met Ser Ser Asn Pro Asn Phe His Phe Thr Gly Lys Trp Tyr Phe
1070 1075 1080

Asp Asp Cys Gly Lys Glu Gly Tyr Gly Phe Val Cys Glu Lys Met
1085 1090 1095

Gln Asp Thr Leu Glu His His Val Asn Val Ser Asp Thr Ser Ala
1100 1105 1110

43



Ile

Arg

His

Phe

Gly

Gly

Phe

Ser

val

Thr

Ser

Cys

Glu

Val

Thr

Gly

Pro
1115

Gly
1130

Arg
1145

Leu
1160

Leu
1175

Thr
1190

Leu
1205

Thr
1220

Thr
1235

Ser
1250

Thr
1265

Lys
1280

Asn
1295

Gln
1310

Leu
1325

Leu

Ser

Asn

Ala

Thr

Ser

Lys

Gly

Ala

Glu

Val

Val

Ser

Ser

Met

Arg

Arg

Thr

Met

Glu

val

Thr

Ser

Asp

Cys

Thr

Pro

Leu

Glu

Phe

Val

Trp

Lys

Leu

Thr

Leu

Leu

Thr

Pro

Cys

Glu

Lys

Trp

Asp

Gly

Leu

Trp

Phe

Pro

Glu

Trp

Ala

Leu

Asp

Phe

Ala

Ser

Ala

Ile

Ser

Ser

Leu

Leu

Asp

Asp

Tyr
1120

Tyr
1135

Ser
1150

Ser
1165

Asn
1180

Thr
1195

Phe
1210

Phe
1225

Phe
1240

Lys
1255

Arg
1270

Asn
1285

Glu
1300

Asn
1315

Gly
1330

Met

Gly

Ala

Ile

Arg

Gly

Tyr

Ala

Leu

Glu

Phe

Ser

Leu

Glu

Ala

Thr

Asp

ES 2812542 T3

Asn

Ala

Pro

Leu

Gln

Trp

Asp

Gln

His

Lys

Phe

Leu

Leu

Gln

Pro

His

Arg

Gly

Asp

Gly

Thr

Lys

Thr

Gly

Pro

Gly

Glu

Ala

Leu

Phe

Thr

Leu

Thr

Lys

Ala

His

Phe

Asp

Asn

Ala

Gly

Asn

Asp

Ile

Ala

Asp

Glu

Lys

Tyr
1125

Ser
1140

Phe
1155

Thr
1170

Asp
1185

Glu
1200

Gly
1215

Ile
1230

Leu
1245

Cys
1260

Ala
1275

Arg
1290

Phe
1305

Asn
1320

Gln
1335

Pro

44

Lys

Cys

His

His

Trp

Glu

Arg

Cys

Cys

Tyr

His

Asp

Gly

Asn

Ser

His

Ile

Arg

Gln

Trp

Ser

Ser

Trp

His

Ser

Ser

Glu

Ala

Ser

Asn

Asn

Pro

Ile

Met

Ala

Ile

Asp

Ala

His

val

Glu

Phe

Phe

Ala

Ser

Lys

Trp

Cys
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1340 1345 1350

Val vVal Leu Arg Ile Pro Glu Gly Ile Trp His Phe Thr Pro Cys
1355 1360 1365

Glu Asp Lys Lys Gly Phe Ile Cys Lys Met Glu Ala Gly Ile Pro
1370 1375 1380

Ala Val Thr Ala Gln Pro Glu Lys Gly Leu Ser His Ser Ile Val
1385 1390 1395

Pro Val Thr Val Thr Leu Thr Leu Ile Ile Ala Leu Gly Ile Phe
1400 1405 1410

Met Leu Cys Phe Trp Ile Tyr Lys Gln Lys Ser Asp Ile Phe Gln
1415 1420 1425

Arg Leu Thr Gly Ser Arg Gly Ser Tyr Tyr Pro Thr Leu Asn Phe
1430 1435 1440

Ser Thr Ala His Leu Glu Glu Asn Ile Leu Ile Ser Asp Leu Glu
1445 1450 1455

Lys Asn Thr Asn Asp Glu Glu Val Arg Asp Ala Pro Ala Thr Glu
1460 1465 1470

Ser Lys Arg Gly His Lys Gly Arg Pro Ile Cys Ile Ser Pro
1475 1480 1485

<210> 23
<211> 1326
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> receptor soluble

<400> 23
Met Leu Leu Ser Pro Ser Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Gly Gly Ala
1 5 10 15

Ala Gly Cys Ala Glu Gly Val Ala Ala Ala Leu Thr Pro Glu Arg Leu
20 25 30

Leu Glu Trp Gln Asp Lys Gly Ile Phe Val Ile Gln Ser Glu Ser Leu
35 40 45

Lys Lys Cys Ile Gln Ala Gly Lys Ser Val Leu Thr Leu Gly Arg Thr
50 55 60

45



Gly

His

Ser

Val

Gln

Lys

145

Cys

Gly

Glu

Thr

Thr

225

Ser

Glu

Thr

Thr

Trp

Ser

Gly

Ala

Ser

Tyr

130

Tyr

Glu

Met

Cys

Ser

210

Ser

His

Ala

Asp

val

290

Gln

Lys

Leu

Pro

Leu

115

Ser

Ile

Tyr

Pro

Thr

195

Arg

Ala

Ile

His

Glu

275

Glu

Trp

Gln

Phe

Glu

100

Arg

val

His

Leu

Cys

180

Arg

Tyr

Glu

Cys

Ser

260

Thr

val

Ser

Ala

Asn

85

Gln

Trp

Gln

Lys

His

165

Met

Glu

Glu

Val

Tyr

245

Ser

Glu

Trp

Asp

Asn

70

Ile

Pro

Arg

Val

Trp

150

Lys

Phe

Gly

Arg

Gly

230

Gln

Cys

Glu

Val

Gly

Lys

Gly

Leu

Cys

Ala

135

Ile

Asp

Pro

Arg

Asp

215

Cys

Phe

Gln

Asn

Gly

295

Thr

His

Gly

Ser

Asn

120

His

Ser

Leu

Phe

Glu

200

Glu

Asp

Asn

Met

Phe

280

Leu

Pro

ES 2812542 T3

Met

Ser

Leu

105

Arg

Asp

Tyr

His

Gln

185

Asp

Lys

Thr

Leu

Gln

265
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Pro Trp Leu Phe Tyr Gln Asp Ala Glu Tyr Leu Phe His Thr Phe Ala
820 825 830

Ser Glu Trp Leu Asn Phe Glu Phe Val Cys Ser Trp Leu His Ser Asp
835 840 845

Leu Leu Thr Ile His Ser Ala His Glu Gln Glu Phe Ile His Ser Lys
850 855 860

Ile Lys Ala Leu Ser Lys Tyr Gly Ala Ser Trp Trp Ile Gly Leu Gln
865 870 875 880

Glu Glu Arg Ala Asn Asp Glu Phe Arg Trp Arg Asp Gly Thr Pro Val
885 890 895

Ile Tyr Gln Asn Trp Asp Thr Gly Arg Glu Arg Thr Val Asn Asn Gln
900 905 910

Ser Gln Arg Cys Gly Phe Ile Ser Ser Ile Thr Gly Leu Trp Gly Ser
915 920 925

Glu Glu Cys Ser Val Ser Met Pro Ser Ile Cys Lys Arg Lys Lys Val
930 935 940

Trp Leu Ile Glu Lys Lys Lys Asp Thr Pro Lys Gln His Gly Thr Cys
945 950 955 960

Pro Lys Gly Trp Leu Tyr Phe Asn Tyr Lys Cys Leu Leu Leu Asn Ile
965 970 975

Pro Lys Asp Pro Ser Ser Trp Lys Asn Trp Thr His Ala Gln His Phe
980 985 990

Cys Ala Glu Glu Gly Gly Thr Leu Val Ala Ile Glu Ser Glu Val Glu
995 1000 1005

Gln Ala Phe Ile Thr Met Asn Leu Phe Gly Gln Thr Thr Ser Val
1010 1015 1020

Trp Ile Gly Leu Gln Asn Asp Asp Tyr Glu Thr Trp Leu Asn Gly
1025 1030 1035

Lys Pro Val Val Tyr Ser Asn Trp Ser Pro Phe Asp Ile Ile Asn
1040 1045 1050

Ile Pro Ser His Asn Thr Thr Glu Val Gln Lys His TIle Pro Leu
1055 1060 1065
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Cys Ala Leu Leu Ser Ser Asn Pro Asn Phe His Phe Thr Gly Lys
1070 1075 1080

Trp Tyr Phe Glu Asp Cys Gly Lys Glu Gly Tyr Gly Phe Val Cys
1085 1090 1095

Glu Lys Met Gln Asp Thr Ser Gly His Gly Val Asn Thr Ser Asp
1100 1105 1110

Met Tyr Pro Met Pro Asn Thr Leu Glu Tyr Gly Asn Arg Thr Tyr
1115 1120 1125

Lys Ile Ile Asn Ala Asn Met Thr Trp Tyr Ala Ala Ile Lys Thr
1130 1135 1140

Cys Leu Met His Lys Ala Gln Leu Val Ser Ile Thr Asp Gln Tyr
1145 1150 1155

His Gln Ser Phe Leu Thr Val Val Leu Asn Arg Leu Gly Tyr Ala
1160 1165 1170

His Trp Ile Gly Leu Phe Thr Thr Asp Asn Gly Leu Asn Phe Asp
1175 1180 1185

Trp Ser Asp Gly Thr Lys Ser Ser Phe Thr Phe Trp Lys Asp Glu
1190 1195 1200

Glu Ser Ser leu Leu Gly Asp Cys Val Phe Ala Asp Ser Asn Gly
1205 1210 1215

Arg Trp His Ser Thr Ala Cys Asp Ser Phe Leu Gln Gly Ala Ile
1220 1225 1230

Cys His Val Pro Pro Glu Thr Arg Gln Ser Glu His Pro Glu Leu
1235 1240 1245

Cys Ser Glu Thr Ser Ile Pro Trp Ile Lys Phe Lys Ser Asn Cys
1250 1255 1260

Tyr Lys Phe Ser Thr Val Leu Asp Ser Met Ser Phe Glu Ala Ala
1265 1270 1275

His Glu Phe Cys Lys Lys Glu Gly Ser Asn Leu Leu Thr Ile Lys
1280 1285 1290

Asp Glu Ala Glu Asn Ala Phe Leu Leu Glu Glu Leu Phe Ala Phe

1295 1300 1305

Gly Ser Ser Val Gln Met Val Trp Leu Asn Ala Gln Phe Asp Gly
1310 1315 1320

Asn Ser Lys
1325
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<210> 24
<211>48
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> péptido inhibidor

<400> 24
Leu Ser Leu Tyr Glu Cys Asp Ser Thr Leu Val Ser Leu Arg Trp Arg
1 5 10 15

Cys Asn Arg Lys Met Ile Thr Gly Pro Leu Gln Tyr Ser Val Gln Val
20 25 30

Ala His Asp Asn Thr Val Val Ala Ser Arg Lys Tyr Ile His Lys Trp
35 40 45

<210> 25
<211>17
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> péptido inhibidor

<400> 25
Trp Glu Lys Asp Leu Asn Ser His Ile Cys Tyr Gln Phe Asn Leu Leu
1 5 10 15

Ser

<210> 26
<211> 24
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> péptido inhibidor

<400> 26
Asp Cys Glu Ser Thr Leu Pro Tyr Ile Cys Lys Lys Tyr Leu Asn His
1 5 10 15

Ile Asp His Glu Ile Val Glu Lys
20

<210> 27
<211> 33
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> péptido inhibidor

<400> 27
Gln Tyr Lys Val Gln Val Lys Ser Asp Asn Thr Val Vval Ala Arg Lys

1 5 10 15

Gln Ile His Arg Trp Ile Ala Tyr Thr Ser Ser Gly Gly Asp Ile Cys
20 25 30

Glu
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<210> 28
<211> 28
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> péptido inhibidor

<400> 28
Leu Ser Tyr Leu Asn Trp Ser Gln Glu Ile Thr Pro Gly Pro Phe Val
1 5 10 15

Glu His His Cys Gly Thr Leu Glu Val Val Ser Ala
20 25

<210> 29
<211> 23
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> péptido inhibidor

<400> 29
Ser Arg Phe Glu Gln Ala Phe Ile Thr Ser Leu Ile Ser Ser Val Ala
1 5 10 15

Glu Lys Asp Ser Tyr Phe Trp
20

<210> 30
<211>29
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> péptido inhibidor

<400> 30
Trp Ile Cys Arg Ile Pro Arg Asp Val Arg Pro Lys Phe Pro Asp Trp
1 5 10 15

Tyr Gln Tyr Asp Ala Pro Trp Leu Phe Tyr Gln Asn Ala
20 25

<210> 31
<211> 30
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> péptido inhibidor

<400> 31
Ala Phe His Gln Ala Phe Leu Thr Val Leu Leu Ser Arg Leu Gly His
1 5 10 15

Thr His Trp Ile Gly Leu Ser Thr Thr Asp Asn Gly Gln Thr
20 25 30
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REIVINDICACIONES

1.- Un compuesto para su uso en un método para tratar una inmunodeficiencia de células T CD4 en un sujeto que lo
necesita, en el que el compuesto es un inhibidor de la fosfolipasa A2 del grupo IB segregada (PLA2GIB)
seleccionada de un anticuerpo anti-PLA2GIB o un receptor de PLA2GIB soluble, en el que la PLA2GIB es una
proteina que comprende los restos aminoacidos 23-148 de SEQ ID NO:2, o uno de sus variantes naturales.

2.- El compuesto para su uso segun la reivindicaciéon 1, en el que el anticuerpo de PLA2GIB se selecciona de
anticuerpos policlonales anti-PLA2GIB, anticuerpos monoclonales anti-PLA2GIB, y sus fragmentos que se unen a
PLA2GIB seleccionados de fragmentos F(ab’)2 y Fab, fragmentos variables monocatenarios (scFv), fragmentos de
anticuerpo de dominio Unico VHH, y fragmentos de anticuerpos de diacuerpos bivalentes.

3.- El compuesto para su uso segun la reivindicacion 2, en el que el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.
4.- El compuesto para su uso segun la reivindicacion 2 o 3, en el que el anticuerpo es humano o estd humanizado.

5.- El compuesto para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, para tratar una inmunodeficiencia
provocada por una infeccién virica o bacteriana.

6.- El compuesto para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, para tratar una inmunodeficiencia
provocada por un cancer.

7.- El compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, para su uso en un método para tratar el SIDA
en un sujeto infectado por VIH.

8.- El compuesto para su uso segun la reivindicaciéon 7, para suprimir o revertir la inmunodeficiencia mediada por
VIH.

9.- El compuesto para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el compuesto se
administra mediante inyeccién, preferiblemente intramuscular, subcutanea, transdérmica, intravenosa o intraarterial;
mediante administraciéon nasal, oral, mucésica o rectal, o0 mediante inhalacion.

10.- Una composicién farmacéutica que comprende, en forma de una disolucién inyectable o una suspension
inyectable, (i) un anticuerpo inhibidor contra la fosfolipasa A2 del grupo IB segregada (PLA2GIB) seleccionado de
anticuerpos policlonales anti-PLA2GIB, anticuerpos monoclonales anti-PLA2GIB, y sus fragmentos que se unen a
PLA2GIB seleccionados de fragmentos F(ab’)2 y Fab, fragmentos variables monocatenarios (scFv), fragmentos de
anticuerpo de dominio Unico (VHH o nanocuerpos), y fragmentos de anticuerpos bivalentes (diacuerpos), y (ii) un
vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable adecuado para una disolucién inyectable o una suspension
inyectable, y en la que la PLA2GIB es una proteina que comprende los restos aminoacidos 23-148 de SEQ ID NO:2,
0 uno de sus variantes naturales.

11.- La composicion de la reivindicacion 10, en la que el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.
12.- La composicion de la reivindicacién 10 u 11, en el que el anticuerpo es humano o estd humanizado.

13.- Una composicion farmacéutica para su uso en un método para tratar una inmunodeficiencia de células T CD4
en un sujeto que lo necesita, que comprende (i) un anticuerpo inhibidor contra la fosfolipasa A2 del grupo IB
segregada (PLA2GIB) seleccionado de anticuerpos policlonales anti-PLA2GIB, anticuerpos monoclonales anti-
PLA2GIB, y sus fragmentos que se unen a PLA2GIB seleccionados de fragmentos F(ab’)2 y Fab, fragmentos
variables monocatenarios (scFv), fragmentos de anticuerpo de dominio Unico (VHH o nanocuerpos), y fragmentos de
anticuerpos bivalentes (diacuerpos), y (ii) un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable, y en la que la
PLA2GIB es una proteina que comprende los restos amino4cidos 23-148 de SEQ ID NO:2, o uno de sus variantes
naturales.
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Unidad de fluorescencia (U)
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Células T CD4 con MMD anémalos (%)

Células con pSTATS5 translocada (%)
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