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DESCRIPCION

Péptidos aislados y fragmentos de los mismos a partir de fibrindgeno para la utilizacién como farmacos,
particularmente en enfermedades inflamatorias de la piel

Campo técnico de la invenciéon

La presente invencidon se encuentra en el campo médico, particularmente en el campo de las enfermedades
inflamatorias de la piel y mas particularmente, la presente invencion se refiere a péptidos aislados obtenidos a
partir de fibrin6geno humano para su utilizacion como farmaco para la prevencion y/o el tratamiento de
enfermedades inflamatorias de la piel, mas particularmente acné. La presente invencion asimismo se refiere a
fragmentos de estos polipéptidos, a moléculas de acido nucleico que codifican los mismos, a vectores de expresion,
a células hospedadoras, a una composicion farmacéutica y a un producto de combinacion que contiene los mismos,
y a su utilizacion para tratar y/o prevenir enfermedades inflamatorias de la piel, particularmente acné.

Antecedentes de la invencion

Los trastornos inflamatorios de la piel cubren una categoria amplia que incluye muchas afecciones que varian en
gravedad, desde picazon leve hasta complicaciones médicas graves. Estos trastornos son habituales en personas
de todas las edades y razas. Se caracterizan por irritacion e inflamacion de la piel. En ocasiones, estas
enfermedades pueden ser desfigurantes y provocar grandes molestias al individuo afectado. Un ejemplo bien
conocido de trastorno inflamatorio de la piel es el acné.

El acné es una enfermedad multifactorial de la piel que afecta a mas del 80% de los adultos jévenes. Esta
enfermedad se localiza en el foliculo pilosebaceo y se caracteriza por tanto lesiones inflamatorias como no
inflamatorias. Los pacientes pueden presentar una mezcla de comedones no inflamatorios y papulas, pustulas y
ndédulos inflamatorios. Uno de los factores que fomenta el desarrollo del acné inflamatorio es la colonizacién
bacteriana del conducto pilosebaceo por la cepa anaerobia Proprionibacterium acnes (P. acnes).

En efecto, P. acnes es capaz de inducir la produccion in vitro de moléculas proinflamatorias (interleucinas IL-1a/pB,
IL-8, IL-12, TNF-a, B-defensinas) por queratinocitos, sebocitos y monocitos, pero asimismo in vivo en lesiones de
acné. Esta produccion implica el receptor TLR2 y la activacion de las rutas de sefializacion de NF-xB y MAPK, asi
como la ruta del inflamasoma NLRP3. P. acnes asimismo induce una producciéon masiva de especies reactivas de
oxigeno (ERO) por parte de los queratinocitos, lo que contribuye al inicio de la reaccion inflamatoria (Graham 2004;
Grange 2009a; Grange 2009b; Kang 2005; Nagy 2005; Trivedi 2006; Qin 2014; Kistowska 2014, Jugeau 2005).

Actualmente, existen varios tratamientos antiacné tales como retinoides (derivados de vitamina A), acido azelaico,
acido salicilico, perdxido de benzoilo, antibidticos topicos y orales, etc.

Estos tratamientos actian de manera diferente y presentan diferentes efectos. Generalmente, los antibiéticos
destruyen a las bacterias, los retinoides y el acido azelaico previenen el desarrollo de microcomedones y presentan
propiedades antimicrobianas y antiinflamatorias, etc.

Otros compuestos quimicos se dirigen a mecanismos especificos relacionados con la invasion bacteriana.

La P. acnes puede adherirse a la piel humana (Grice 2009) pero asimismo puede provocar infecciones mas
profundas al desplazarse desde su area sembrada hasta el sitio de infeccidon por interacciones inespecificas y
luego un proceso de adhesion irreversible a través de una union especifica (Gristina 1988). Ademas, un estudio
previo ha demostrado la capacidad de P. acnes para unirse a proteinas de la matriz extracelular (ECM) como
fibronectina (Yu 1997), asi como a células epiteliales humanas (Romero-Steiner 1990).

Entre los farmacos quimicos que presentan un agente antiadhesion, se conoce bien Papulex®.

Sin embargo, los tratamientos mencionados anteriormente presentan muchos efectos secundarios. Por ejemplo,
los ciclos de antibidticos deben ser limitados en el tiempo y, a menudo, se observa desensibilizacion o pérdida de
respuesta. Ademas, la utilizacion de compuestos quimicos induce varios riesgos para los pacientes, tales como
hipopigmentacion en pacientes de piel mas oscura u otros efectos secundarios debidos a intolerancia al
tratamiento. Otro inconveniente de la utilizacion de compuestos quimicos para tratar el acné es su alto coste
(Dawson et, 2013).

Por estos motivos, deben desarrollarse otros medios, preferentemente medios bioldgicos para tratar y prevenir el
acné que permitan una buena eficacia del tratamiento sin efectos secundarios y un bajo coste de produccion.

Sumario de la invencion

En el contexto de la presente invencion, los inventores han identificado una proteina de superficie de P. aches de



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 880 795 T3

58 kDa reconocida especificamente por fibrinbgeno humano y se denominé Pfg. Mas particularmente, los
inventores han descubierto que una subunidad de fibrin6geno humano es capaz de unirse especificamente a la
proteina de adhesion Pfg y asi inhibir su adhesion a P. acnes.

Este hallazgo no se esperaba puesto que, como es conocido por los inventores, es la primera vez que se
caracterizd una glicoproteina de superficie de P. acnes con la capacidad de reconocer el fibrindgeno humano.

Este hallazgo es muy importante porque permite desarrollar medios alternativos para tratar el acné al inhibir la
adhesioén bacteriana a células de la piel y asi prevenir y/o tratar la infeccién e inflamacién de la piel inducida por la
adhesiéon bacteriana. Ademas, los inventores descubrieron que dicha subunidad de fibrindgeno presenta
propiedades antiinflamatorias mas generales y, por tanto, puede utilizarse de manera mas general para prevenir
y/o tratar otros trastornos inflamatorios de la piel, preferentemente psoriasis.

En un primer aspecto, la presente invencién se refiere por tanto a un polipéptido aislado que comprende una
secuencia de aminoacidos con una identidad de por lo menos el 80% con la SEC ID N°: 1 después de una
alineacion global 6ptima, o su fragmento que comprende una secuencia de aminoacidos con una identidad de por
lo menos el 80% con cualquiera de las SEC ID N°: 2, 5y 7 a 13 y 47 después de una alineacion global 6ptima,
para el tratamiento y/o la prevencion de enfermedades inflamatorias de la piel.

La SEC ID N°: 1 corresponde a la subunidad BB humana de fibrin6geno, mientras que las SECIDN°®: 2,5y 7 a 13
y 47 corresponden a fragmentos de esta secuencia.

El polipéptido segun la invencion es capaz de reconocer y unirse a P. acnes, y asimismo inhibir la adhesion de P,
acnes a su ligando fibrindgeno y a células de la piel.

Por tanto, el polipéptido para la utilizacion terapéutica segun la presente invencion puede utilizarse
preferentemente para prevenir y/o tratar el acné.

Los inventores asimismo han descubierto que el polipéptido aislado para la utilizacion terapéutica segun la
invencion puede utilizarse para el tratamiento y/o la prevencion de otras enfermedades inflamatorias de la piel,
preferentemente psoriasis.

Los inventores asimismo han aislado fragmentos de la subunidad B de fibrindgeno humano que reconocen y se
unen a la proteina de adhesiéon de P. acnes, e inhiben la adhesion de P. acnes a su ligando fibrindgeno y a células
de la piel.

En un segundo aspecto, la presente invencion se refiere a un fragmento de 5 a 20 aminoacidos, de SEC ID N°: 1,
comprendiendo dicho fragmento una secuencia de aminoacidos seleccionada de una de las SEC ID N°: 7 a 12, o
un fragmento seleccionado de las SEC ID N°: 2, 5a 13y 47.

En un tercer aspecto, la invenciéon asimismo se refiere a una molécula de acido nucleico aislada que codifica los
fragmentos de la invencién, a un vector que comprende el acido nucleico de la invencién y a una célula
hospedadora que comprende la molécula de acido nucleico segun la invencion o el vector segun la invencion. a la
invencion.

Los fragmentos de la invencion son capaces de reconocer y unirse a P. acnes, y asimismo inhibir la adhesion de P,
acnes a su ligando fibrinégeno y a células de la piel. Por lo tanto, estos fragmentos pueden presentar un gran
potencial como agente antiadhesion en farmacos para prevenir y/o tratar enfermedades inflamatorias,
particularmente el acné.

En un cuarto aspecto, la invencion se refiere asi a una composicion farmacéutica que comprende por lo menos un
compuesto seleccionado del fragmento, la molécula de acido nucleico aislada, el vector o la célula hospedadora
segun la invencién, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La presente invencidn asimismo se refiere a la molécula de acido nucleico aislada, el vector, la célula hospedadora
o la composicion farmacéutica segun la invencion, para su utilizacion como medicamento.

Preferentemente, la molécula de acido nucleico aislada, el vector, la célula hospedadora o la composicion
farmacéutica segun la invencion se utilizan para el tratamiento y/o la prevencion de acné.

Los inventores asimismo han descubierto que la molécula de acido nucleico aislada, el vector, la célula
hospedadora o la composicidon farmacéutica segun la invencion pueden utilizarse para el tratamiento y/o la
prevencion de otras enfermedades inflamatorias de la piel, preferentemente psoriasis.

El fragmento, la molécula de acido nucleico aislada, el vector, la célula hospedadora o la composicidn farmacéutica
de la presente invencion pueden utilizarse solos 0 en combinacién con otro agente terapéutico que esté implicado
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en la prevencion y/o el tratamiento del acné y/o la prevencion del acné y/o la prevencion y/o el tratamiento de otras
enfermedades inflamatorias, preferentemente psoriasis.

En un quinto aspecto, la presente invencion se refiere a un producto de combinacion, que comprende:

e por lo menos un compuesto seleccionado del fragmento, la molécula de acido nucleico aislada, el vector y
la célula hospedadora segun la invencion; y

e otro agente farmacéutico, preferentemente utilizado para el tratamiento y/o la prevencion de enfermedades
inflamatorias de la piel seleccionadas de psoriasis y/o acné, preferentemente acné;

para la utilizacion simultanea, independiente o secuencial como medicamento.

El objetivo del producto de combinacion segun la invencion es potenciar el efecto terapéutico del fragmento segun
la invencion.

Descripcion de las figuras

Figura 1: identificacion de una proteina de superficie de P. acnes de 58 KDa reconocida por fibrinégeno. Se
cultivé la cepa de P. acnes 6919 a 37°C en condiciones anaerobias en RCM, RCM complementado con Tween-
80 al 0.1% y Columbia complementado con el 5% de sangre de oveja. (A) Se extrajeron térmicamente las
proteinas de superficie de P. acnes (75 pg) a 60°C en PBS (carril 2) y a 45°C en LiClI 1 M (carril 3), y se
separaron sobre SDS-PAGE al 12,5%, se transfirieron sobre una membrana de nitrocelulosa y se incubaron
con fibrinégeno biotinilado, colagenos I, IV, VI y VIl (0.1 pg/ml) durante 2 h a temperatura ambiente. Se
realizaron experimentos de control utilizando HRP-estreptavidina sola. Carriles 1: Patrones de peso molecular.

Figura 2 : unién de la proteina de superficie de P. acnes a fibrinégeno humano purificado. (A) Se inmovilizaron
proteinas de superficie de P. acnes (de 0.8 a 50 ug/ml) sobre una placa de poliestireno de 96 pocillos y se
analizaron con sonda con fibrinégeno biotinilado (0.1 pg/ml) durante 2 h a temperatura ambiente. (B) Se
inmovilizaron las proteinas de superficie de P. acnes (25 ug/ml) sobre una placa de poliestireno de 96 pocillos
y se analizaron con sonda con diversas concentraciones de fibrinégeno biotinilado que oscilaron entre 0.1 y
16 pg/ml durante 2 h a temperatura ambiente. Se detectd el fibrinégeno biotinilado unido con HRP-
estreptavidina tal como se describe en Materiales y métodos.

Figura 3: identificacion de Pfg. Se separaron cPAHE (200 ug) mediante electroforesis 2D. (A) Se detectaron
proteinas mediante tincion con plata. (B) Se determiné la actividad de union a fibrinégeno con fibrinégeno
biotinilado utilizando el ensayo de inmunotransferencia de ligando de tipo Western tal como se describe en
Material y métodos. Carril 1, patron de peso molecular; carril 2, muestra separada s6lo mediante SDS-PAGE
(1DE) al 10% (50 pg de proteina); carril 3, muestra después de 2DE tal como se describe en Materiales y
métodos. La flecha indica la mancha cortada para su identificacion mediante MALDI-ToF. (C) Espectros de
MALDI-ToF obtenidos para la mancha de interés. Se utilizaron masas de péptidos monoisotépicos para buscar
en las bases de datos de proteinas para hacer coincidir y posteriormente identificar la mancha de proteina.

Figura 4: purificacion de Pfg. Se extrajeron proteinas de superficie de P. acnes con LiCl al 1% a 42°C durante
2 h y luego se concentraron mediante precipitacion con sulfato de amonio al 80% de saturacién. (A) Se cargé
cPAHE (85 mg) en una columna UNOsphere Q a 24 ml/h. Se eluyeron las equilibraron equilibradas en Tris
25 mM, pH 8,0 con gradientes lineales de 0 a 160 mM durante 60 min y NaCl de 160 a 200 mM, Tris 25 mM,
pH 8,0 durante 90 min (e). Se desalaron las fracciones combinadas que contenian Pfg y se equilibraron en
NH4sHCOs3 0.1 M, pH 8,0. (B) Se fraccionaron las proteinas mediante cromatografia de filtracion en gel en una
columna Sephacryl HR S300 a 6 ml/h. Se determiné el volumen inicial (Vo) con tiroglobulina (669 kDa) y se
indican mediante flechas las posiciones de elucion para globulina bovina (158 kDa), ovoalbumina de pollo
(44 kDa), mioglobina equina (17 kDa) y vit. B12 (1,3 kDa). Se monitorizd la concentracion de proteina a 280 nm
(®). Se determind la actividad de union a fibrindgeno (m) con fibrindgeno biotinilado tal como se describe en
Materiales y métodos. Las lineas horizontales etiquetadas como F2, F2.2 indican las fracciones agrupadas que
contienen actividad de unién a fibrindgeno. (C) Se separaron las proteinas mediante SDS-PAGE al 10% y se
detectaron mediante tincién con azul de Coomassie. (D) Después de la separacion electroforética, se
transfirieron las proteinas a la membrana de nitrocelulosa y se detecté la actividad de unién a fibrindgeno con
fibrindgeno biotinilado. Los carriles 1a/b contienen marcadores de masa molecular no tefidos y biotinilados,
respectivamente. Carril 2: extracto de proteina total con litio de superficie de P. acnes (10 pg). Carril 3: extracto
de proteina de superficie concentrado (10 pg). Carriles 4 y 5: 10 ug de fracciones F2 y F2.2 agrupadas,
respectivamente.

Figura 5: union de proteinas de superficie de P. acnes a fibrinédgeno. (A) Se inmovilizaron diversas cantidades
de fibrindgeno humano (hFg) y fibrindgeno bovino (bFg) sobre una placa de poliestireno de 96 pocillos a 4°C
durante 18 h y se incubaron con Pfg biotinilada a 0.1 pg/ml durante 2 h a 23°C. Se utilizé albumina de suero
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bovino (BSA) como control negativo. Se detectd el material unido utilizando el conjugado HRP-estreptavidina.
Se midi6 la actividad peroxidasa utilizando el sustrato ABTS a 405 nm. Se separaron las proteinas (10 ug por
carril) mediante SDS-PAGE al 10% y se detectaron mediante (B) tincion con azul de Commassie, y se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se incubaron con (C) HRP-estreptavidina sola y (D) Pfg
biotinilada (0.1 pyg/ml). Carriles 1: patrones de peso molecular. Carril 2: BSA. Carril 3: hFg. Carril 4: bFg.

Figura 6: reconocimiento de Pfg en fibrindgeno N-desglicosilado. Se sometieron fibrinégeno humano (hFg) y
fibrinbgeno bovino (bFg) purificados a tratamiento con N-glicosidasa F (PNGAsa F) tal como se describe en
Materiales y métodos. Se separaron muestras sin tratar (carriles 2 y 4) y tratadas (carriles 3 y 5) (10 pg de
proteina por carril) en SDS-PAGE al 10% y luego se transfirieron sobre una membrana de nitrocelulosa. (A) Se
detectaron proteinas mediante tincion con azul de Coomassie. (B) Actividad de union con Pfg biotinilada
(0.1 pg/ml). (C) Se utilizé la actividad de unién a lectina RCA-I biotinilada como control de desglicosilacion.
Carriles 1: patrones de peso molecular.

Figura 7: reconocimiento de Pfg en fibrindgeno O-desglicosilado. Se sometié fibrinégeno humano purificado a
tratamiento con O-glicosidasa tal como se describe en Materiales y métodos. Se separaron muestras sin tratar
(carril 2) y tratadas (carril 3) (10 pg de proteina por carril) en SDS-PAGE al 10% y luego se transfirieron sobre
una membrana de nitrocelulosa. (A) Se detectaron proteinas mediante tincion con azul de Coomassie. (B)
Actividad de union con Pfg biotinilada (0.1 pg/ml). (C) Se utilizé la actividad de unién a lectina de tipo jacalina
biotinilada como control de desglicosilacion. Los carriles 1a y 1b corresponden a los patrones de peso
molecular.

Figura 8: clonacion de fragmentos de fibrindbgeno humano B y unién con Pfg. (A) Clonacion y expresion de
fragmentos de fibrindgeno BB humano recombinante Fgl, Fg2, Fg3 y Fg4. Se obtuvieron fragmentos de
fibrinbgeno mediante RT-PCR y se construyeron plasmidos de expresion tal como se describe en Materiales y
métodos. (B) Se expresaron proteinas fusionadas con GST en E. coli, se fraccionaron mediante SDS-PAGE al
12,5%, y se detectaron mediante tincion con azul de Coomassie (B), y se incubaron con Pfg biotinilada
(0.1 pg/ml) tal como se describe en Materiales y métodos (C).

Figura 9: inhibicion dependiente de la dosis de la unién de Pfg biotinilada a fibrindgeno por el péptido derivado
de fibrindgeno. Se pretraté Pfg biotinilada (0.4 mg) con una cantidad creciente de péptidos recombinantes Fg1
(), Fg2 (m) o BSA como control (e) durante 1 hora a 37°C, y se evalud la actividad de unién a fibrinbgeno
recubierto sobre una placa de poliestireno (25 pg por pocillo). Se expresan los resultados como la media + D.E.
Cada punto se realizé por cuadruplicado.

Figura 10: evaluacion de la viabilidad celular después del tratamiento con los péptidos recombinantes Fg1 y
Fg2. Se incubaron lineas celulares de queratinocitos inmortalizados y primarios humanos HaCaT y NHDK; la
linea celular de monocitos inmortalizados ThP1 y lineas celulares de fibroblastos inmortalizados y primarios
MRCS5 y HDF con los péptidos recombinantes Fg1 y Fg2 con concentraciones que oscilaron entre 0.22' y 7 mM
durante 18 h a 37°C. Se evalud la viabilidad celular utilizando el ensayo de MTT tal como se describe en
Materiales y métodos.

Figura 11: dependencia de la dosis de la actividad de unién de la cepa de P. acnes RON en varias lineas
celulares. Se incubd la cepa de P. acnes RON biotinilada a concentraciones ajustadas a 0.01, 0.1 y 0.5 de
absorbancia a 600 nm durante 1 h a 37°C con las lineas celulares de queratinocitos inmortalizados y primarios
humanos HaCaT y NHDK; con la linea celular de monocitos inmortalizados ThP1, y con las lineas celulares de
fibroblastos inmortalizados y primarios MRC5 y HDF. Después de retirar las bacterias no unidas, se detecté la
actividad de adhesién a 410 nm. Los datos son medias + D.E. de tres experimentos independientes. La
significacion estadistica se indica mediante * (P <0.05), ** (P <0.01), *** (P <0.001) y **** (P <0.0001),
respectivamente.

Figura 12: inhibiciéon dependiente de la dosis de la uniéon P. acnes a queratinocitos. Se pretrat6 la cepa de P.
acnes 6919 biotinilada a concentraciones ajustadas a 0.1 de absorbancia a 600 nm con fibrinégeno completo
humano (barra de color gris oscuro) y bovino (barra de color gris claro) en concentraciones que oscilaron entre
0.01y 0.5 mMy se incubd durante 1 h a 37°C con la linea celular de queratinocitos humanos HaCaT. Después
de retirar las bacterias no unidas, se detecto la actividad de adhesion a 410 nm. Los datos son medias + D.E.
de tres experimentos independientes. La significacién estadistica se indica mediante * (P <0.05), ** (P <0.01),
*** (P <0.001) y **** (P <0.0001), respectivamente.

Figura 13: inhibicion dependiente de la dosis de la unién de P. acnes RON a la linea celular de monocitos. Se
pretratd la cepa de P. acnes RON biotinilada a concentraciones ajustadas a 0.1 de absorbancia a 600 nm con
los péptidos recombinantes Fg1 y Fg2 y se incubd durante 1 h a 37°C con la linea celular de monocitos
inmortalizados humanos ThP1. Después de retirar las bacterias no unidas, se detectd la actividad de adhesion
a 410 nm. Los datos son medias + D.E. de tres experimentos independientes. La significacion estadistica se
indica mediante * (P <0.05), ** (P <0.01), *** (P <0.001) y **** (P <0.0001), respectivamente.
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Figura 14: inhibicion dependiente de la dosis de la produccién O2° por queratinocitos estimulada por P.
acnes pretratada con péptido recombinante. Se incubaron células HaCaT durante 18 h con la cepa de P. acnes
PIE a una concentracion ajustada a 0.2 de absorbancia a 600 nm (barra de color azul) y con P. acnes pretratada
con el péptido recombinante Fg1 (barra de color gris claro) y Fg2 (barra de color gris oscuro). Se realiz6 la
medicidon de la produccion de anion superdxido mediante espectrofluorometria tal como se describe en
Materiales y métodos. Se realizd un experimento de control en células HaCaT no estimuladas (barra de color
rojo). Los datos son medias + D.E. de tres experimentos independientes. La significacion estadistica se indica
mediante * (P <0.05), ** (P <0.01), *** (P <0.001) y **** (P <0.0001), respectivamente.

Figura 15: inhibicion dependiente de la dosis de la produccién de IL-8 por fibroblasto estimulado por
P acnes pretratada con péptido recombinante. Se incubaron células MRC5 durante 18 h con la cepa de P.
acnes RON a una concentracion ajustada a 0.2 de absorbancia a 600 nm (barra de color azul) y con P,
acnes pretratada con el péptido recombinante Fg1 (barra de color gris claro) y Fg2 (barra de color gris oscuro).
Se midio la concentracion de IL-8 mediante ELISA tal como se describe en Materiales y métodos. Se realizé
un experimento de control en células HaCaT no estimuladas (barra de color rojo). Los datos son medias + D.E.
de tres experimentos independientes. La significacion estadistica se indica mediante * (P <0.05), ** (P <0.01),
*** (P <0.001) y **** (P <0.0001), respectivamente.

Figura 16: evaluacioén de la viabilidad celular después del tratamiento con los péptidos pequefios generados a
partir de Fg1 en queratinocitos. Se incubaron células HaCaT durante 24 h con los péptidos pequefios Fg1.1
(barra de color gris claro), Fg1.2 (barra con lineas horizontales), Fg1.3 (barra sombreada), Fg1.4 (barra de color
gris oscuro), Fg1.5 (barra punteada) a concentraciones que oscilaron entre 2,5 y 20 uM. Se determiné la
mediciéon de citotoxicidad mediante el ensayo de MTT tal como se describe en Materiales y métodos. Se
realizaron experimentos de control con células HaCaT incubadas con PBS (correspondiente a células viables);
y con Triton X100 al 0.2% (correspondiente a células muertas). Los datos son medias + D.E. de tres
experimentos independientes.

Figura 17: inhibicion dependiente de la dosis de la produccién de H20: por fibroblastos pretratados con péptidos
pequefios generados a partir de Fg1 y estimulados por P. acnes. Se incubaron células MRC5 durante 24 h con
péptidos pequefios Fg1.1 (barra de color gris claro), Fg1.2 (barra con lineas horizontales), Fg1.3 (barra
sombreada), Fg1.4 (barra de color gris oscuro), Fg1.5 (barra punteada) a concentraciones que oscilaron entre
2,5y 20 yM. Se realizé la medicién de la produccién de peroxido de hidrogeno mediante espectrofluorometria
tal como se describe en Materiales y métodos. Se realizaron experimentos de control con células MRC5 no
estimuladas (barra de color blanco) y MRC5 estimuladas con P. acnes (barra de color negro). Los datos son
medias + D.E. de tres experimentos independientes. La significacion estadistica se indica mediante * (P <0.05),
** (P <0.01), *** (P <0.001) y **** (P <0.0001), respectivamente.

Figura 18: inhibicién dependiente de la dosis de la producciéon de H202 por queratinocitos pretratados con
péptidos pequefios generados a partir de Fg1 y estimulados por acido lipoteicoico (LTA). Se incubaron células
NHDK durante 24 h con el péptido recombinante Fg1 (barra de color gris claro) y Fg2 (barra de color gris
oscuro) a concentraciones que oscilaron entre 1,75y 7 uM. Se realiz6 la medicion de la produccién de peroxido
de hidrogeno mediante espectrofluorometria tal como se describe en Materiales y métodos. Se realizaron
experimentos de control con células NHDK no estimuladas (barra de color blanco) y HDF estimuladas con LTA
a 10 pg/ml (barra de color negro). Los datos son medias + D.E. de tres experimentos independientes. La
significacion estadistica se indica mediante * (P <0.05), ** (P <0.01), *** (P <0.001) y **** (P <0.0001),
respectivamente.

Figura 19: inhibicién dependiente de la dosis de la produccién de IL-8 por queratinocitos pretratados con
péptidos pequefios generados a partir de Fg1 y estimulados por peptidoglicano (PGN). Se incubaron células
NHDK durante 24 h con el péptido recombinante Fg1 (barra de color gris claro) y Fg2 (barra de color gris
oscuro) a concentraciones que oscilaron entre 1,75y 7 yM. Se realizé la medicidon de la produccién de IL-8
mediante ELISA tal como se describe en Materiales y métodos. Se realizaron experimentos de control con
células NHDK no estimuladas (barra de color blanco) y HDF estimuladas con PGN a 10 pg/ml (barra de color
negro). Los datos son medias + D.E. de tres experimentos independientes. La significacion estadistica se indica
mediante * (P <0.05), ** (P <0.01), *** (P <0.001) y **** (P <0.0001), respectivamente.

Figura 20: evaluacioén de la viabilidad celular después del tratamiento con los péptidos pequefios generados a
partir de Fg1.1 en queratinocitos. Se incubaron células HaCaT durante 24 h con péptidos pequefios Fg1.1.1
(barra de color gris claro), Fg1.1.2 (barra con lineas horizontales), Fg1.1.3 (barra sombreada), Fg1.1.4 (barra
de color gris oscuro), Fg1.1.6 (barra punteada) a concentraciones que oscilaron entre 2,5 y 20 uM. Se determiné
la medicién de citotoxicidad mediante el ensayo de MTT tal como se describe en Materiales y métodos. Se
realizaron experimentos de control con células HaCaT incubadas con PBS (correspondiente a células viables);
y con Triton X100 al 0.2% (correspondiente a células muertas). Los datos son medias + D.E. de tres
experimentos independientes.
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Figura 21: evaluacion de la viabilidad celular después del tratamiento con el vehiculo utilizado para preparar la
disolucién de péptidos generados a partir de Fg1.1 en queratinocitos. Se incubaron células HaCaT durante 24 h
con disoluciones diluidas de vehiculo correspondientes a las condiciones utilizadas con Fg1.1.1 (barra de color
gris claro), Fg1.1.2 (barra con lineas horizontales), Fg1.1.3 (barra sombreada), Fg1.1.4 (barra de color gris
oscuro), Fg1.1.6 (barra de puntos). Se determiné la medicion de citotoxicidad mediante el ensayo de MTT tal
como se describe en Materiales y métodos. Se realizaron experimentos de control con células HaCaT
incubadas con PBS (correspondiente a células viables); y con Triton X100 al 0.2% (correspondiente a células
muertas). Los datos son medias + D.E. de tres experimentos independientes.

Figura 22: inhibicion dependiente de la dosis de la produccion de IL-8 por queratinocitos estimulados por P.
acnes pretratada con péptidos pequefos generados a partir de Fg1.1. Se incubaron células HaCaT durante
24 h con los péptidos pequefios Fg1.1.1 (barra de color gris claro), Fg1.1.2 (barra con lineas horizontales),
Fg1.1.3 (barra sombreada), Fg1.1.4 (barra de color gris oscuro), Fg1.1.6 (barra punteada) a concentraciones
que oscilaron entre 2,5 y 20 uM. Se realiz6 la medicion de la produccion de IL-8 mediante ELISA tal como se
describe en Materiales y métodos. Se realizaron experimentos de control con células HaCaT no estimuladas
(barra de color blanco) y HaCaT estimuladas con P. acnes (barra de color negro). Los datos son medias + D.E.
de tres experimentos independientes. La significacion estadistica se indica mediante * (P <0.05), ** (P <0.01),
*** (P <0.001) y **** (P <0.0001), respectivamente.

Figura 23: inhibicién dependiente de la dosis de la produccion de IL-8 por fibroblastos pretratados con péptidos
pequefios generados a partir de Fg1.1 y estimulados por P. acnes. Se incubaron células MCR5 durante 24 h
con los péptidos pequefios Fg1.1.1 (barra de color gris claro), Fg1.1.2 (barra con lineas horizontales), Fg1.1.3
(barra sombreada), Fg1.1.4 (barra de color gris oscuro), Fg1.1.6 (barra punteada) a concentraciones que
oscilaron entre 2,5 y 20 uM. Se realiz6é la medicion de la produccion de IL-8 mediante ELISA tal como se
describe en Materiales y métodos. Se realizaron experimentos de control con células MCR5 no estimuladas
(barra de color blanco) y MCRS5 estimuladas con P. acnes (barra de color negro). Los datos son medias + D.E.
de tres experimentos independientes. La significacion estadistica se indica mediante * (P <0.05), ** (P <0.01),
*** (P <0.001) y **** (P <0.0001), respectivamente.

Figura 24: efecto del gel de péptido Fg1.1.1 al 5% sobre la inflamacién inducida por P. acnes in vivo. Se inyectd
a los ratones en la oreja por via intradérmica P. acnes (DOe20 nm = 1.0 correspondiente a 2.10” UFC/20 pl en
PBS) para inducir inflamacién. Posteriormente, se aplico gel de péptido Fg1.1.1 al 5% en la superficie de la piel
de la oreja de los ratones cada dia durante 3 dias (flechas). Se midi6 la puntuacién correspondiente al grosor
de la oreja, la descamacion y el enrojecimiento, cada dia durante un periodo de 96 h. Los datos son medias +
D.E. de ocho experimentos individuales. PBS corresponde al grupo no tratado al que se le inyecté PBS. PA +
péptido TOPIC corresponde a P. acnes inyectada en orejas tratadas con vaselina sola. PA + péptido TOPIC
corresponde a P. acnes inyectada en orejas tratadas con el péptido Fg1.1.1 al 5% mezclado con vaselina. La
significacion estadistica se indica mediante * (P <0.05), ** (P <0.01), *** (P <0.001) y **** (P <0.0001),
respectivamente.

Figura 25: efecto del péptido Fg1.1.1 sobre la inflamacién inducida por P. acnes in vivo, en el que se pretratd
P. acnes con Fg1.1.1. Se pretrat6 la cepa de P. acnes (DOs20nm = 1,5) durante 1 h a 37°C con el péptido Fg1.1.1
(140 pM) (PA + péptido inyectado) o con el vehiculo (1% de DMSO final en PBS) (PA + vehiculo inyectado) y
luego se inyectd por via intradérmica en orejas de ratones (aproximadamente 2.07 UFC/20 ul) para inducir
inflamacion. Al grupo de control se le inyectd PBS sola. Se midié la puntuacién correspondiente al grosor de la
oreja, la descamacion y el enrojecimiento, cada dia durante un periodo de 96 h. Los datos son medias + D.E.
de ocho experimentos individuales. La significacion estadistica se indica mediante * (P <0.05), ** (P <0.01), ***
(P <0.001) y **** (P <0.0001), respectivamente.

Figura 26: efectos de la inyeccion intradérmica y la aplicacién tépica del péptido Fg1.1.1 sobre la inflamacion
inducida por P. acnes en ratones. (1) Oreja en que se inyecté s6lo PBS. (2) Después de 96 h de exposiciéon a
P. acnes (2.107 UFC/20 pl en PBS). (3) Después de 96 h de P. acnes mezclado con el 1% de DMSO final. (4)
Después de 96 h de exposicidon a P. acnes con la aplicacién topica de vaselina. (5) Después de 96 h de P.
acnes mezclado con el péptido Fg1.1.1. (6) Después de 96 h de exposicion a P. acnes con la aplicacion topica
del péptido Fg1.1.1.

Figura 27: anadlisis histopatoldgico de orejas de raton. (1) Oreja en que se inyectd solo PBS. (2) Después de
96 h de exposicién a P. acnes (2.107 UFC/20 pl en PBS), tumefaccion de la oreja y células inflamatorias
infiltradas. (3 y 4) No se han modificado la tumefaccion de la oreja y la mayoria de las células inflamatorias
infiltradas con la inyeccién y aplicacion de vehiculo, respectivamente. (5 y 6) Se han reducido la tumefaccion
de la oreja y las células inflamatorias infiltradas mediante la inyeccion y la aplicacion tépica del péptido Fg1.1.1,
respectivamente. Los datos son representativos de ocho experimentos individuales con resultados similares.

Figura 28: efectos de la inyeccién intradérmica y la aplicacion tépica del péptido Fg1.1.1 sobre la activacién de
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linfocitos inducida por P. acnes en ratones. (A) Se inyectd a los ratones en la oreja por via intradérmica P.
acnes (DOe20 nm = 1.0 correspondiente a 2.107 UFC/20 ul en PBS) para inducir inflamacién. Posteriormente, se
aplicé gel de péptido Fg1.1.1 al 5% sobre la superficie de la piel de la oreja de los ratones cada dia durante 3
dias (flechas). PA + vehiculo topico corresponde a P. acnes inyectada en orejas tratadas con vaselina sola. PA
+ péptido topico corresponde a P. acnes inyectada en orejas tratadas con el péptido Fg1.1.1 al 5% mezclado
con vaselina. PBS corresponde al grupo no tratado al que se le inyecté PBS. (B) Se pretraté la cepa de P. acnes
(DOs20 nm = 1,5) durante 1 h a 37°C con el péptido Fg1.1.1 (140 uM) (PA + péptido inyectado) o con el vehiculo
(1% de DMSO final en PBS) (PA + vehiculo inyectado) y luego se inyecto por via intradérmica en orejas de
ratones (aproximadamente 2.0 UFC/20 pl) para inducir inflamacion. Al grupo de control se le inyecté PBS sola.
Alas 96 h después de la infeccion, se sacrificaron los ratones y se extrajeron los ganglios 6ticos para someter
a prueba su capacidad para proliferar después de 72 h de crecimiento en presencia de anticuerpos anti-CD3 y
anti-CD28. Se realizaron mediciones de proliferacion con el reactivo Uptiblue. Los datos son medias + D.E. de
ocho experimentos individuales. La significacion estadistica se indica mediante * (P <0.05), ** (P <0.01), *** (P
<0.001) y **** (P <0.0001), respectivamente.

Figura 29: inhibicién dependiente de la dosis de la produccion de IL-8 por queratinocitos estimulados por P.
acnes pretratada con Fg1 o con péptidos Fg1.1.1. Se incubaron células HaCaT durante 24 h a 37°C con P,
acnes pretratada durante 1 h a 37°C con el péptido Fg1 (barra de color gris claro) y el péptido Fg1.1.1 (barra
de color gris oscuro), a concentraciones que oscilaron entre 2,5y 10 uM. Se realizaron experimentos de control
con células HaCaT no estimuladas (célula sola) y con células HaCaT estimuladas con P. acnes no pretratada
(célula + PA). Se realizé la medicion de la produccion de IL-8 mediante ELISA tal como se describe en
Materiales y métodos. Los datos son medias + D.E. de tres experimentos independientes.

Figura 30: inhibicion de la produccién de [I-8 por queratinocitos estimulados por 1I-17, OSM y TNF-a. Se
estimularon células NHEK por una combinacion de IL-17, OSM y TNF-a (3 ng/ml cada uno) y se trataron con
inhibidor de JAK a 10 uM (control positivo) o Fg1.1.1 en concentraciones que oscilaron entre 1,52 y 12,2 uM
durante 48 h. Se realizé la medicion de la produccion de IL-8 mediante ELISA y se determind la citotoxicidad
mediante el ensayo de MTT tal como se describe en Materiales y métodos. Se realizaron experimentos de
control con células NHEK no tratadas y no estimuladas (célula sola) y con NHEK no tratadas, estimuladas por
la combinacién de IL-17, OSM y TNF-a. Los datos son medias + D.E. de tres experimentos individuales. La
significacion estadistica esta indicada por * (P <0.05), ** (P <0.01) y *** (P <0.001), respectivamente.

Figura 31: inhibicion de la produccidon de hBD-2 por queratinocitos estimulados por 11-17, OSM y TNF-a. Se
estimularon células NHEK por una combinacion de IL-17, OSM y TNF-a (5 ng/ml cada uno) y se trataron con
inhibidor de JAK a 10 uM (control positivo) o Fg1.1.1 en concentraciones que oscilaron entre 1,52 y 12,2 yM
durante 72 h. Se realizé la medicion de la produccion de hBD-2 mediante ELISA 'y se determiné la citotoxicidad
mediante el ensayo de MTT tal como se describe en Materiales y métodos Se realizaron experimentos de
control con células NHEK no tratadas y no estimuladas (célula sola) y con NHEK no tratadas, estimuladas por
la combinacion de 11-17, OSM y TNF-a. Los datos son medias + D.E. de tres experimentos individuales. La
significacion estadistica esta indicada por * (P <0.05), ** (P <0.01) y *** (P <0.001), respectivamente.

Descripciones detalladas
Definiciones

A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente memoria
presentan el mismo significado que el que entiende habitualmente un experto en la materia a la que pertenece
esta invencion.

En la presente descripcion el término “polipéptido” se refiere a un polimero lineal de aminoacidos conectados por
enlaces peptidicos. Las proteinas son grandes polipéptidos y los dos términos se utilizan habitualmente de manera
intercambiable.

En la presente descripcion los términos “acido nucleico”, “secuencia nucleica”, “secuencia de acido nucleico”,
“polinucledtido”, “oligonucledtido”, “secuencia de polinucleétido” y “secuencia de nucledtidos”, utilizados de manera
intercambiable, significa una secuencia precisa de nucleétidos, modificada o no, que define un fragmento o una
region de un acido nucleico, que contiene o no nucleétidos no naturales, y que es un ADN bicatenario, un ADN
monocatenario o productos de transcripcion de dicho ADN.

Asimismo debe incluirse en la presente memoria que la presente invencién no se refiere a secuencias de
nucleétidos o secuencias de aminodacidos en su entorno cromosémico natural, es decir, en un estado natural. Las
secuencias de la presente invencidon se han aislado y/o purificado, es decir, se han muestreado directa o
indirectamente, por ejemplo mediante una copia, habiéndose modificado por lo menos parcialmente su entorno.
Asimismo deben mencionarse en la presente memoria secuencias de aminoacidos o acidos nucleicos aislados
obtenidos mediante genética recombinante, por ejemplo, por medio de células hospedadoras, u obtenidas
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mediante sintesis quimica.

En la presente descripcion el término “cepa bacteriana” o “cepa” significa un subconjunto de una especie
bacteriana que se diferencia de otras bacterias de la misma especie por alguna diferencia menor pero identificable.
Por ejemplo, segun la presente invencion, las cepas de P. acnes pueden ser las cepas de P. acnes 6919, RON y/o
PIE.

En la presente solicitud, el término “fragmento” se refiere a una parte de la secuencia, preferentemente la secuencia
de aminoacidos.

En la presente descripcion el término “fibrinégeno” o “Fg” se refiere a una glicoproteina involucrada en la formacién
de coagulos sanguineos, que es un hexamero que contiene dos conjuntos de tres cadenas diferentes (Aa, BB y ),
unidas entre si por enlaces disulfuro. Las secciones N-terminales de estas tres cadenas contienen la cisteina que
participa en la reticulacién de las cadenas. Las partes C-terminales de las cadenas Aa, Bf y y contienen un dominio
de aproximadamente 225 residuos de aminoacido, que pueden funcionar como unidad de reconocimiento
molecular. Este dominio esta implicado en interacciones proteina-proteina.

En la presente descripcion el término “acné” o “acné comun” se refiere a un trastorno habitual que presenta una
patogenia multifactorial, incluyendo mecanismos hormonales, inmunolégicos y microbioldgicos. Esta enfermedad
se localiza en el foliculo pilosebaceo, lo que da como resultado lesiones clinicas tanto inflamatorias como no
inflamatorias. La mayoria de los pacientes presentan una mezcla de comedones no inflamatorios y papulas,
pustulas y nodulos inflamatorios. Uno de los principales factores implicados en la formacion del acné es la
colonizacion microbioldgica de la glandula sebacea. Varias lineas de evidencia han implicado un papel importante
de Propionibacterium acnes (P. acnes) como agente etioldgico en el acné y las infecciones debidas a dispositivos
ortopédicos (Antti-poika 1990).

Polipéptido aislado para la utilizacion terapéutica segun la invencién

Para muchas bacterias patégenas, la invasion de las células hospedadoras estd mediada por proteinas de
superficie bacterianas o adhesinas que reconocen ligandos especificos. Las bacterias relacionadas con la piel,
tales como Staphylococcus y Streptococcus, expresan numerosas adhesinas de superficie celular denominadas
CSMRMAM (componentes de la superficie microbiana que reconocen moléculas de adhesion de matriz) que se
unen especificamente a los componentes de la matriz extracelular (ECM) del huésped para fomentar su adhesion
a las células diana y, posteriormente, para iniciar la colonizacion y la infeccion (Patti 1994). Los componentes de
la ECM del huésped representan las dianas de adhesiéon microbiana ideales que muchos patégenos utilizan para
la colonizacion de tejidos y el inicio de la infeccion.

Por tanto, en la presente invencién, los inventores investigaron en primer lugar la interaccion de proteinas de
superficie de P. acnes con los componentes de ECM. Utilizando un ensayo de union directa, los inventores
demostraron por primera vez que el fibrindgeno humano reconoce especificamente una glicoproteina de 58 kDa.
Esta proteina se ha denominado Pfg. El estudio de digestion con endoglicosidasa mostré que la interaccion entre
Pfg y fibrindgeno involucraba la parte no glicosilada del fibrinégeno humano. Experimentos adicionales
demostraron que la parte N-terminal del fibrindgeno es reconocida por Pfg y es capaz de inhibir la unién de Pfg a
fibrinégeno.

Esta propiedad del fibrindgeno, en particular de su subunidad B3, para inhibir la adhesién de la proteina bacteriana
a sus huéspedes puede utilizarse en terapia.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a un polipéptido aislado que comprende una secuencia de
aminoacidos con una identidad de por lo menos el 80% con la SEC ID N° 1 después de una alineacién global
Optima, o un fragmento de la misma que comprende una secuencia de aminoacidos con una identidad de por lo
menos el 80% con cualquiera de las SEC ID N°: 2, 5y 7 a 13 y 47 después de una alineacién global 6ptima, para
el tratamiento y/o la prevencion de enfermedades inflamatorias de la piel. La presente descripcion da a conocer de
manera mas general el mismo polipéptido aislado, para su utilizacion como medicamento.

SEC ID N°: 1 corresponde a la subunidad Bp de fibrinbgeno humano y las SEC ID N°: 2, 5y 7 a 13 y 47
corresponden a fragmentos de esta secuencia.

La cadena Bp del fibrindgeno esta codificada por el gen FGB, que es un gen que se encuentra en los seres
humanos y en la mayoria de los demas vertebrados con un sistema de coagulacion sanguinea similar. La secuencia
de aminoacidos presenta una longitud de aproximadamente 450 aminoacidos.

Segun una forma de realizacion, el polipéptido para la utilizacion terapéutica de la invencion o tal como se da a
conocer en la presente memoria comprende una secuencia de aminoacidos con una identidad de por lo menos el
80%, por lo menos el 85%, preferentemente por lo menos el 90%, por lo menos el 95%, mas preferentemente por
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lo menos el 96%, por lo menos el 97%, por lo menos el 98% o por lo menos el 99% con SEC ID N°: 1 después de
una alineacioén global 6ptima, o una secuencia de aminoacidos con una identidad de por lo menos 80%, por lo
menos 85%, preferentemente por lo menos 90%, por lo menos el 95%, mas preferentemente por lo menos el 96%,
por lo menos el 97%, por lo menos el 98% o por lo menos el 99% con las SEC ID N°: 2, 5y 7 a 13 y 47 después
de una alineacion global éptima.

En otra forma de realizacion, el polipéptido aislado para la utilizacion terapéutica segun la invencién o tal como se
da a conocer en la presente memoria, se selecciona de las SEC IDN°®: 2,5y 7 a 13 y 47 o un polipéptido con por
lo menos una identidad de por lo menos el 80%, por lo menos el 85%, preferentemente por lo menos el 90%, por
lo menos el 95%, mas preferentemente por lo menos el 96%, por lo menos el 97%, por lo menos el 98% o por lo
menos el 99% con una de las SEC ID N°: 2, 5y 7 a 13 y 47 después alineacion global éptima.

SEC ID N° 13 y SEC ID N°: 47 corresponden a la secuencia de aminoacidos de un fragmento particular de la
cadena Bp del fibrinégeno humano que presenta 106 aminoacidos y se denomina Fg1.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el “porcentaje de identidad” entre dos secuencias de acidos nucleicos
o aminoacidos significa el porcentaje de nucledtidos o residuos de aminoacido idénticos entre las dos secuencias
que van a compararse, obtenido después de una alineacién global éptima, siendo este porcentaje simplemente
estadistico y distribuyéndose las diferencias entre las dos secuencias aleatoriamente a lo largo de su longitud. La
comparacion de dos secuencias de acidos nucleicos o aminoacidos se realiza tradicionalmente comparando las
secuencias después de haberse alineado de manera éptima en su totalidad por toda su longitud, realizandose
dicha comparacion mediante cualquier software conocido por los expertos en la materia, tales como el software
Needle que utiliza el parametro «Gap open» (apertura de hueco) igual a 10.0, el parametro «Gap extend»
(extension de hueco) igual a 0.5 y una matriz «Blosum 62». El software Needle esta disponible, por ejemplo, en el
sitio web ebi.ac.uk en todo el mundo bajo la denominacién «Align».

El porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos o acidos nucleicos se determina entonces
comparando las dos secuencias alineadas de manera global y éptima, en el que las secuencias de aminoacidos o
acidos nucleicos que van a compararse pueden presentar sustituciones, adiciones o deleciones en comparacion
con la secuencia de referencia para una alineacion global 6ptima entre las dos secuencias. El porcentaje de
identidad se calcula determinando el nimero de posiciones en las que el aminoacido o nucledtido es idéntico entre
las dos secuencias, dividiendo el numero de posiciones idénticas entre el numero total de posiciones en la
alineacion global dptima y multiplicando el resultado por 100 para obtener el porcentaje de identidad entre las dos
secuencias. Cuando se utiliza un software adecuado para una alineaciéon global éptima, tales como el software
Needle, el software calcula directamente el porcentaje de identidad entre las dos secuencias que van a
compararse.

Para una secuencia de aminoacidos que muestra una identidad de por lo menos el 60% por lo menos el 70%, por
lo menos el 75%, por lo menos el 80%, preferentemente por lo menos el 85%, por lo menos el 90%, por lo menos
el 95%, mas preferentemente por lo menos el 96%, por lo menos el 97%, por lo menos el 98% o por lo menos el
99% con una secuencia de aminoacidos de referencia, los ejemplos preferidos incluyen aquellos que contienen
determinadas modificaciones en la secuencia de referencia, particularmente delecién, adicién o sustitucién de por
lo menos un aminoacido, truncamiento o extension. En el caso de sustitucion de uno o mas aminoacidos
consecutivos 0 no consecutivos, las sustituciones preferidas son aquellas en las que los aminoacidos sustituidos
se reemplazan por aminoacidos “equivalentes”. En la presente memoria, la expresion “aminoacido equivalente”
pretende indicar cualquier aminoacido que es probable que se sustituya por uno de los aminoacidos estructurales
sin modificar, no obstante, las actividades bioldgicas del polipéptido de interés, e incluye particularmente los
ejemplos especificos definidos a continuacion.

Los aminoécidos equivalentes pueden determinarse o bien por su homologia estructural con los aminoacidos por
los que se sustituyen o bien basandose en los resultados de pruebas comparativas de actividad biolégica entre los
diversos anticuerpos que es probable que se generen.

Como ejemplos no limitativos, la tabla 1 a continuaciéon resume las posibles sustituciones que es probable que se
lleven a cabo sin dar como resultado una modificacion significativa de la actividad bioldgica del polipéptido de
interés; las sustituciones inversas son posibles naturalmente en las mismas condiciones.

Tabla 1
Residuo original | Sustitucién/sustituciones
Ala (A) Val, Gly, Pro
Arg (R) Lys, His
Asn (N) Gin
Asp (D) Glu
Cys (C) Ser
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Residuo original | Sustitucién/sustituciones
Gin (Q) Asn
Glu (G) Asp
Gly (G) Ala
His (H) Arg

lle () Leu
Leu (L) lle, Val, Met
Lys (K) Arg
Met (M) Leu
Phe (F) Tyr
Pro (P) Ala
Ser (S) Thr, Cys
Thr (T) Ser
Trp (W) Tyr
Tyr (Y) Phe, Trp
Val (V) Leu, Ala

Los polipéptidos y fragmentos de los mismos descritos anteriormente reconocen la proteina de superficie de P.
acnes (Pfg) caracterizada por los inventores, se unen a la misma e inhiben la adhesion de P. acnes a células de la
piel.

En la presente invencion, los inventores identificaron sorprendentemente una proteina de superficie de P. acnes
(Pfg) de 58 kDa reconocida especificamente por fibrinégeno humano mediante la utilizacion de un ensayo de union
a ligando biotinilado. Se caracteriz6 ademas Pfg mediante electroforesis 2D y analisis de MALDI-ToF como una
supuesta proteina de superficie de adhesiéon que contiene un motivo LPXTG en su extremo C-terminal. La Pfg se
expresa principalmente durante la fase estacionaria del cultivo y parece estar altamente glicosilada conteniendo
residuos de GalNAc. La Pfg purificada reconoce fuertemente las subunidades Aa y B de Fg. La desglicosilacion
enzimatica especifica de Fg mostré que la estructura principal de la proteina estaba involucrada en el proceso de
reconocimiento.

Los inventores asimismo demostraron que la subunidad BB de Fg y fragmentos de la misma son capaces de inhibir
la interaccion de la proteina de adhesion Pfg con su ligando diana (Fg) o células diana (células de la piel). En
particular, los polipéptidos y fragmentos de los mismos tal como se describieron anteriormente permiten competir
con esta interaccion y, por tanto, participar en la prevencién de la adhesién bacteriana a células hospedadoras.

Ademas de esta capacidad, los polipéptidos y fragmentos de los mismos tal como se describieron anteriormente
pueden utilizarse como farmaco, particularmente en la invencion para tratar y/o prevenir el acné.

Los inventores asimismo descubrieron que los polipéptidos y fragmentos de los mismos tal como se describieron
anteriormente presentan propiedades antiinflamatorias generales, indecentemente de la presencia de P. acnes, y
por tanto puede utilizarse como farmaco, particularmente en la invencién para tratar y/o prevenir otras
enfermedades inflamatorias de la piel, preferentemente psoriasis.

Tal como se utiliza en la presente memoria “enfermedades inflamatorias de la piel” son enfermedades que se
presentan en muchas formas, desde erupciones ocasionales acompafiadas de picazén y enrojecimiento de la piel,
hasta afecciones cronicas tales como dermatitis (eccema), rosacea, dermatitis seborreica y psoriasis. La
inflamacién de la piel puede caracterizarse como aguda o cronica. La inflamacion aguda puede resultar de la
exposicion a la radiacion UV (UVR), radiacion ionizante, alérgenos o al contacto con irritantes quimicos (jabones,
tintes para el cabello, etc.). Este tipo de inflamacién se resuelve normalmente en el plazo de 1 a 2 semanas con
poca destruccion tisular acompafiante. Por el contrario, la inflamacién crénica es el resultado de una respuesta
inflamatoria sostenida mediada por células inmunitarias dentro de la propia piel. Esta inflamacién es de larga
duracion y puede provocar una destruccion tisular importante y grave.

Tal como se utiliza en la presente memoria “psoriasis” significa una enfermedad sistémica comun, cronica,
recidivante/remitente, mediada por el sistema inmunitario, caracterizada por lesiones de la piel incluyendo
manchas, papulas y placas rojas, escamosas, que generalmente producen picor. Las lesiones de la piel que se
observan en la psoriasis pueden variar en cuanto a gravedad, desde pequefias manchas localizadas hasta una
cobertura corporal completa. Los cinco tipos principales de psoriasis son en placa, en gotas (guttata), inversa,
pustulosa y eritrodérmica.

Fragmentos especificos de la invencion

Partiendo de la secuencia de la subunidad B del fibrindgeno, los inventores identificaron fragmentos especificos
capaces de unirse a la proteina de adhesién Pfg de P. acnes y asi inhibir la adhesién de P. acnes a su proteina
diana (fibrinogeno) y a células de la piel del huésped.
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En otro aspecto, la presente invencion se refiere asi a un fragmento de 5 a 20 aminoacidos de SEC ID N°: 1,
comprendiendo dicho fragmento una secuencia de aminoacidos seleccionada de una de las SEC ID N°: 7 a 12, 0
un fragmento seleccionado de las SEC ID N°: 2, 5y 13 y 47. De manera mas general, la descripcién da a conocer
un fragmento de un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos con una identidad de por lo menos
el 80% con la SEC ID N° 1 después de una alineacion global 6ptima, comprendiendo dicho fragmento una
secuencia de aminoacidos con una identidad de por lo menos el 80% con una cualquiera de las SEC ID N°: 2,5y
7 a 13 y 47 después de una alineacion global 6ptima.

Para obtener estos fragmentos especificos, la subunidad Bj3 de fibrin6geno humano se dividié en cuatro segmentos
que presentaban la misma longitud (denominados Fg1, Fg2, Fg3 y Fg4) y se clonaron y produjeron en vectores
bacterianos. Las secuencias de aminoacidos de la subunidad Bf de fibrinbgeno y de estos fragmentos se muestran
en la tabla 2a a continuacion.

Tabla 2a: secuencias de aminoacidos de la subunidad B del fibrinbgeno y de los fragmentos Fg1, Fg2, Fg3 y Fg4.

Nombre del . o SEC ID
Secuencia de aminoacidos o.
fragmento N°:

MKRMVSWSFH ~ KLKTMKHLLL LLLCVFLVKS QGVNDNEEGF FSARGHRPLD
KKREEAPSLR  PAPPPISGGG YRARPAKAAA TQKKVERKAP DAGGCLHADP
DLGVLCPTGC QLQEALLQQE RPIRNSVDEL NNNVEAVSQT  SSSSFQYMYL
LKDLWQKRQK  QVKDNENVVN ~ EYSSELEKHQ LYIDETVNSN  IPTNLRVLRS
Subunidad ILENLRSKIQ  KLESDVSAQM  EYCRTPCTVS  CNIPVVSGKE  CEEIRKGGE

BB del TSEMYLIQPD  SSVKPYRVYC DMNTENGGWT VIQNRQDGSV DFGRKWDPYK Sﬁ?_:D
fibrinégeno | QGFGNVATNT DGKNYCGLPG EYWLGNDKIS QLTRMGPTEL LIEMEDWKGD '
KVKAHYGGFT VQNEANKYQI SVNKYRGTAG NALMDGASQL MGENRTMTIH
NGMFFSTYDR DNDGWLTSDPRKQCSKEDGG GWWYNRCHAA NPNGRYYWGG
QYTWDMAKHG TDDGVVWMNW KGSWYSMRKM SMKIRPFFPQ Q
MKRMVSWSFHKLKTMKHLLLLLLCVFLVKSQGVNDNEEGFFSARGHRPLDK
KREEAPSLRPAPPPISGGGRARPAKAAATQKKVERKAPDAGGCLHADPDLGY sec b
Fg1 LCMKRMYSWSFHKLKTMKHLLLLLLCVFLVKSQGVNDNEEGFFSARGHRPLDKK No13

REEAPSLRPAPPPISGGGYRARPAKAAATQKKVERKAPDAGGCLHADPDLGVLC

MKRMVSWSFHKLKTMKHLLLLLLCVFLVKSQGVNDNEEGFFSARGHRPLDKK SEC ID
Fg1 REEAPSLRPAPPPISGGGYRARPAKAAATQKKVERKAPDAGGCLHADPDLGVLC NO: 47

DAGGCLHADP DLGVLCPTGC QLQEALLQQE RPIRNSVDEL NNNVEAVSQT

Fq2 SSSSFQYMYL LKDLWQKRQK QVKDNENVVN EYSSELEKHQ LYIDETVNSN SECID
g IPTNLRVLRS ILENLRSKIQ KLESDVSAQM EYCRTPCTVS CNIPVVS N°:14
KLESDVSAQM  EYCRTPCTVS ~ CNIPVVSGKE  CEEIIRKGGE  TSEMYLIQPD

SSVKPYRVYC DMNTENGGWT VIQNRQDGSV DFGRKWDPYK QGFGNVATNT SEC ID
Fg3 DGKNYCGLPG EYWLGNDKIS QLTRMGPTEL LIEMEDWKGD KVKAHYGGFT NO-15
VQNE '
PTELLIEMED WKGDKVKAHY GGFTVQNEAN KYQISVNKYR GTAGNALMDG
ASQLMGENRT MTIHNGMFFS TYDRDNDGWL TSDPRKQCSK EDGGGWWYNR SEC ID
Fg4 CHAANPNGRY YWGGQYTWDM AKHGTDDGVV WMNWKGSWYS MRKMSMKIRP NO:16

FFPQ

Después de las pruebas, parece que entre los fragmentos Fg1, Fg2, Fg3 y Fg4, el fragmento activo es Fg1.

Ademas, el fragmento Fg1 se dividié en primer lugar en tres fragmentos no solapantes (Fg1.1, Fg1.2 y Fg1.3, que
se muestran en la tabla 2b) que presentaban aproximadamente la misma longitud (35, de 35 y 36 aminoécidos,
respectivamente) y después de eso se roded cada area de corte por 15 aminoacidos permitiendo obtener otros
dos fragmentos (Fg1.4 y Fg1.5, mostrados en la tabla 2b) que presentaban la misma longitud de 30 amino&cidos
y solapantes con los fragmentos Fg1.1, Fg1.2 y Fg1.3.

Después de las pruebas, parece que entre los fragmentos Fg1.1, Fg1.2, Fg1.3, Fg1.4 y Fg1.5, los fragmentos
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activos son Fg1.1y Fg1.4.

El fragmento Fg1.1 se dividi6 adicionalmente en otros seis fragmentos (Fg1.1.1, Fg1.1.2, Fg1.1.3, Fg1.1.4, Fg1.1.5
y Fg1.1.6, que se muestran en la tabla 2b).

Tabla 2b: secuencias de aminoacidos de fragmentos derivados de Fg1 y Fg1.1.

Nombre de fragmentos Secuencia de aminoacidos SEC ID N°
Fg1.1 MKRMVSWSFHKLKTMKHLLLLLLCVFLVKSQGVND SEC ID Ne°: 2
Fg1.2 NEEGFFSARGHRPLDKKREEAPSLRPAPPPISGGG SECID N°: 3
Fg1.3 YRARPAKAAATQKKVERKAPDAGGCLHADPDLGVLC SEC ID N°: 4
Fg1.4 LLLCVFLVKSQGVNDNEEGFFSARGHRPLD SEC ID N°: 5
Fg1.5 APSLRPAPPPISGGGYRARPAKAAATQKKY SEC ID N°: 6

Fg1.1.1 LLLCVFLVKSQGVYND SECID N°: 7
Fg1.1.2 LLLCV SEC ID N°: 8
Fg1.1.3 FLVKS SECID N°: 9
Fg1.1.4 QGVND SEC ID N°: 10
Fg1.1.5 LLLCVFLV SEC ID N°: 11
Fg1.1.6 KSQGVND SEC ID N°: 12

Con el fin de adaptar el fragmento de la invencion para una utilizacion mas eficaz en terapia y potenciar su sintesis
a un coste minimo, los inventores proporcionan fragmentos que presentan una longitud reducida.

Por tanto, los fragmentos dados a conocer en la presente memoria presentan una longitud de no mas de 150
aminoacidos, no mas de 130, preferentemente no mas de 110 o no mas de 90 aminoacidos.

Un fragmento de la invencion presenta una longitud de 106 aminoacidos correspondiente a SEC ID N°: 13y SEC
ID N°: 47 (fragmento Fg1).

Mas preferentemente, los fragmentos dados a conocer en la presente memoria presentan una longitud
comprendida entre 5 y 50 aminoacidos, preferentemente entre 5 y 40, mas preferentemente entre 5 y 35. Los
fragmentos dados a conocer en la presente memoria pueden presentar una longitud comprendida entre 25 y 40
aminoacidos, preferentemente entre 30 y 35 aminoacidos.

Los fragmentos dados a conocer en la presente memoria pueden presentar y los fragmentos segun la invencion
que comprenden una secuencia de aminoacidos seleccionada de una de las SEC ID N°: 7 a 12 presentan una
longitud comprendida entre 5 y 20 aminoacidos, preferentemente entre 5y 15 y mas preferentemente entre 5y 10
aminoacidos.

Preferentemente, los fragmentos segun la invencidn presentan secuencias correspondientes a las SEC ID N°: 2, 5
y 7 a 12, mas preferentemente las SEC ID N®: 2y 5

Acidos nucleicos aislados, vectores y células hospedadoras segun la invencién.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a una molécula de acido nucleico aislada que codifica el fragmento
segun la invencion.

Las secuencias de acidos nucleicos asimismo pueden mostrar un porcentaje de identidad de por lo menos el 60%
por lo menos el 70%, por lo menos el 75%, por lo menos el 80%, preferentemente por lo menos el 85%, por lo
menos el 90%, por lo menos el 95%, mas preferentemente por lo menos el 96%, por lo menos el 97%, por lo menos
el 98% o por lo menos el 99%, después de una alineacion global éptima con una secuencia preferida. Significa
que las secuencias nucleicas muestran, con respecto a la secuencia nucleica de referencia, determinadas
modificaciones tales como, en particular, una delecién, un truncamiento, una extensién, una fusién quimérica y/o
una sustitucion, particularmente puntual. Preferentemente, se trata de secuencias que codifican la misma
secuencia de aminoacidos que la secuencia de referencia, estando esto relacionado con la degeneracion del
cédigo genético, o secuencias de complementariedad que es probable que se hibriden especificamente con las
secuencias de referencia, preferentemente en condiciones muy rigurosas.

La invencién asimismo proporciona un vector que comprende la molécula de acido nucleico de la invencion.

El término “vector”, tal como se utiliza en la presente memoria, pretende hacer referencia a una molécula de acido
nucleico capaz de transportar otro acido nucleico al que se ha unido. Un tipo de vector es un vector de “plasmido”,
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que se refiere a un bucle de ADN bicatenario circular en el que pueden ligarse segmentos de ADN adicionales.
Otro tipo de vector es un vector viral, en el que pueden ligarse segmentos de ADN adicionales en el genoma viral.
Determinados vectores son capaces de producir replicacion auténoma en una célula hospedadora en la que se
introducen (por ejemplo, vectores bacterianos que presentan un origen de replicacion bacteriano y vectores de
mamiferos episémicos). Otros vectores (por ejemplo, vectores de mamiferos no episémicos) pueden integrarse en
el genoma de una célula hospedadora tras su introduccion en la célula hospedadora y, por tanto, se replican junto
con el genoma del huésped.

El vector segun la invencion asimismo contiene preferentemente elementos necesarios para permitir el suministro,
la propagacion y/o expresion de cualquiera de las moléculas de acido nucleico descritas en la presente memoria
dentro de una célula o un sujeto huésped. En particular, en el vector segun la invencion, la molécula de acido
nucleico segun la invencion preferentemente esta unida operativamente a secuencias reguladoras apropiadas. Tal
como se utiliza en la presente memoria, los términos “elementos reguladores” o “secuencia reguladora” se refieren
a cualquier elemento que permite, contribuye o modula la expresion de la(s) molécula(s) de acido nucleico en una
determinada célula o sujeto huésped, incluyendo replicaciéon, duplicacion, transcripcién, corte y empalme,
traduccién, estabilidad y/o transporte del/de los acido(s) nucleico(s) o su derivado (es decir, ARNm). Los expertos
en la materia apreciaran que la eleccion de las secuencias reguladoras puede depender de factores tales como el
propio vector, la célula o el sujeto huésped, el nivel de expresién deseado, etc.

Los ejemplos representativos de tales vectores de plasmido adecuados, utilizados en la invencion, incluyen, sin
limitacion, vector pBSK, vectores pET, pDEST, pRSET en procariotas; pYES en levaduras; pDEST, pcDNA en
eucariotas.

Ademas, las moléculas de acido nucleico de la invencién y los vectores de la invencidon que comprenden estas
moléculas pueden utilizarse para la transformacion de una célula hospedadora adecuada. El término “célula
hospedadora”, tal como se utiliza en la presente memoria, pretende hacer referencia a una célula en la que se ha
introducido un vector de expresién recombinante para expresar los polipéptidos o fragmentos de la invencién. Debe
entenderse que tales términos estan destinados a referirse no solo a la célula objeto particular sino asimismo a la
progenie de tal célula. Debido a que pueden producirse determinadas modificaciones en generaciones sucesivas
debidas o bien a mutaciones o bien a influencias ambientales, tal progenie puede no ser, de hecho, idéntica a la
célula parental, pero todavia esta incluida dentro del alcance del término “célula hospedadora” tal como se utiliza
en la presente memoria. Los ejemplos no limitativos de células hospedadoras adecuadas en el contexto de la
presente invencion incluyen células bacterianas, tales como E. coli (en particular, la cepa DH5alfa), células de
levadura (en particular, Saccharomyces cerevisiae), células de mamiferos (en particular, lineas celulares Hela,
CHO, 3T3).

La transformacion puede realizarse mediante cualquier método conocido para introducir polinucleétidos en una
célula hospedadora. Tales métodos se conocen bien por los expertos en la materia e incluyen transformacion
mediada por dextrano, precipitacion con fosfato de calcio, transfeccion mediada por Polybrene, fusién de
protoplastos, electroporacién, encapsulacion del polinucleétido en liposomas, inyeccion biolistica y microinyeccion
directa de ADN en nucleos.

La célula hospedadora puede cotransfectarse con dos o mas moléculas de acido nucleico o vectores de expresion,
incluido el vector que expresa el polipéptido o fragmento de la invencion.

Composicién farmacéutica, farmaco y producto de combinacion.

Los inventores demostraron que los fragmentos de la presente invencion, preferentemente los fragmentos que
presentan secuencias de aminoacidos correspondientes a SEC ID N°: 2, 5y 7 a 13y 47, reconocen y se unen a la
proteina de adhesion Pfg de P. acnes, inhibiendo asi la adhesion de P. acnes a su ligando diana (fibrindgeno) y a
células de la piel del huésped.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere asi a una composicion farmacéutica que comprende por lo menos
un compuesto seleccionado del fragmento, la molécula de acido nucleico aislada, el vector o la célula hospedadora
segun la presente invencion, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Tal como se utiliza en la presente memoria, “vehiculo farmacéuticamente aceptable” incluye todos y cada uno de
los disolventes, tampones, soluciones salinas, medios de dispersién, recubrimientos, agentes antibacterianos y
antifungicos, agentes isoténicos y retardadores de la absorcion, y similares que sean fisiolégicamente compatibles.
El tipo de vehiculo puede seleccionarse basandose en la via de administracion pretendida. En diversas formas de
realizacion, el portador es adecuado para administracion intravenosa, intraperitoneal, subcutanea, intramuscular,
tépica, transdérmica u oral. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen disoluciones o dispersiones
acuosas estériles y polvos estériles para la preparacion extemporanea de disoluciones o dispersiones inyectables
estériles. La utilizaciéon de medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas se conoce bien en la
técnica. Puede prepararse una composicion farmacéutica tipica para infusion intravenosa que contenga 250 ml de
solucion de Ringer estéril y 100 mg de la combinaciéon. Los métodos reales para preparar compuestos
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administrables por via parenteral los conoceran o resultaran evidentes para los expertos en la materia y se
describen con mas detalle, por ejemplo, en Remington’s Pharmaceutical Science, 17a ed., Mack Publishing
Company, Easton, Pensilvania (1985), y las ediciones 182y 192 del mismo El compuesto de la composicion se
formula preferentemente en una cantidad eficaz. Una “cantidad eficaz” se refiere a una cantidad eficaz, en las
dosificaciones y durante los periodos de tiempo necesarios, para lograr el resultado deseado, tal como la
prevencion o el tratamiento de trastornos inflamatorios de la piel, en particular acné. Una “cantidad
terapéuticamente eficaz” significa una cantidad suficiente para influir en el transcurso terapéutico de un estado de
enfermedad particular. Una cantidad terapéuticamente eficaz es asimismo aquella en la que los efectos
terapéuticamente beneficiosos superan los efectos tdxicos o perjudiciales del agente.

Se entiende que las vias de administracion, los esquemas de dosificacion y las formas galénicas 6ptimas pueden
determinarse segun los criterios tenidos en cuenta generalmente al establecer un tratamiento adecuado para un
paciente tal como, por ejemplo, la edad del paciente, la gravedad de su estado general, su tolerancia al tratamiento
y los efectos secundarios experimentados.

Por ejemplo, el fragmento, la molécula de acido nucleico aislada, el vector o la célula hospedadora segun la
presente invencion pueden estar presentes en la composicion farmacéutica segun la invencion en los intervalos
de desde el 0.1 hasta el 10% en peso/peso (p/p), preferentemente desde el 0.5 hasta el 2% p/p, mas
preferentemente desde el 0.5 hasta el 4% p/p, incluso mas preferentemente desde el 2 hasta el 6% p/p.

Segun otro aspecto, la invencion se refiere a la molécula de acido nucleico aislada, el vector, la célula hospedadora
o la composicion farmacéutica segun la invencion, para su utilizacion como medicamento.

En una forma de realizacién preferida, la molécula de acido nucleico aislada, el vector, la célula hospedadora o la
composicion farmacéutica segun la invencion se utilizan en el tratamiento y/o la prevencion del acné.

Los inventores asimismo han demostrado que la molécula de acido nucleico aislada, el vector, la célula
hospedadora o la composicion farmacéutica segun la invencién, pueden utilizarse en el tratamiento y/o la
prevencion de otras enfermedades inflamatorias, preferentemente psoriasis.

El fragmento, la molécula de acido nucleico aislada, el vector, la célula hospedadora o la composicidn farmacéutica
segun la invencion, pueden utilizarse solos o en combinacién con otros agentes antiinflamatorios para potenciar
su efecto terapéutico.

En otro aspecto, la presente invencion asimismo se refiere a un producto de combinacién, que comprende:

e al menos un compuesto seleccionado del fragmento, la molécula de acido nucleico aislada, el vector y la
célula hospedadora segun la invencion; y

e ofro agente farmacéutico, utilizado preferentemente para el tratamiento y/o la prevencion de
enfermedades inflamatorias de la piel seleccionadas de psoriasis y/o acné, preferentemente acné;

para la utilizaciéon simultanea, independiente o secuencial como medicamento.

Tales otros agentes farmacéuticos pueden seleccionarse de entre el grupo que consiste en doxiciclina,
isotretinoina, tretinoina, adapaleno, perdxido de benzoilo, clindamicina y eritromicina.

Ejemplos

MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento.

La cepa de P. acnes 6919 se obtuvo de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (Manassas, VA) y se aislaron
RON y PIE de P. acnes de pacientes con infeccion articular. Se cultivaron todas las cepas en condiciones
anaerobias en medio reforzado para clostridios (RCM) sdélido y liquido (Difco Laboratories, Detroit, MI). Se transfirid
P. acnes de la reserva bacteriana sobre una placa de agar RCM y se incub6 durante 5 dias en condiciones
anaerobias utilizando un sistema de recipiente anaerobio GasPak™ EZ (Becton Dickinson & Co, Sparks MD,
EE.UU.). Se transfirié una unica colonia a 100 ml de RCM y se cultivd tal como se describid anteriormente.
Entonces se almacend la suspension bacteriana congelada a -80°C en presencia de glicerol al 10% final. Esta
reserva se denomind «reserva inicial» y se utilizé para todos los experimentos. Para el cultivo de rutina, se utilizaron
100 ml de RCM o RCM complementado con Tween 80 al 0.1% (RCM + T80) y se recogieron las bacterias después
de 5 dias a 37°C mediante centrifugacion a 7.000 X g durante 10 min a 4°C. se agruparon los sedimentos y lavaron
en aproximadamente 30 ml de PBS frio y se centrifugaron de nuevo tal como se describié anteriormente.
Finalmente, se suspendio el sedimento bacteriano en PBS [KH2PO4 1.5 mM, Na:HPO4.7H20 2,7 mM, NaCl 0.15
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M (pH 7.4)] (1:10 cultivo en volumen). Asimismo se hicieron crecer bacterias asimismo sobre agar Columbia
complementado con el 5% de sangre de oveja durante 5-8 dias a 37°C en condiciones anaerobias tal como se
describié anteriormente. Se descartaron las bacterias en PBS (3 ml de PBS por placa de Petri) y se utilizaron para
la extraccion de proteinas de superficie. Para una gran cantidad de cultivo, se utilizaron 200 ml de un cultivo en
RCM de P. acnes de 5 dias de antigiedad como indculo para 2 litros de RCM previamente equilibrado a 37°C.
Para garantizar las condiciones anaerobias, se lavo el cultivo extensamente con N2 durante 10 min y se sell6. Cada
2 h, se recogieron 10 ml de cultivo para medir la absorbancia a 600 nm y el pH, y se enjuago el cultivo con N2 tal
como se describié anteriormente. Se centrifugaron las bacterias a 7.000 X g durante 10 min y se resuspendio el
sedimento en PBS. Se obtuvo el extracto de proteina de superficie total tal como se describe a continuacioén.

Extraccion de proteina de superficie total

Se extrajeron térmicamente proteinas de superficie en PBS sola o en presencia de SDS al 2% a 60°C durante
20 min o en presencia de LiCl al 1% a 45°C durante 2 h (Shen 1993). Se retiraron las bacterias mediante
centrifugacion a 16.000 X g durante 20 min a 4°C. Se retir6 el exceso de SDS vy LiCl con dialisis frente a PBS. La
disolucién resultante se denominé extracto térmico de P. acnes (PAHE) y se sometid a precipitacion con sulfato de
amonio al 80% de saturacion durante 1 h con agitacion a 4°C para su concentracion. Se recuperaron las proteinas
precipitadas después de centrifugacion a 22.000 X g durante 30 min a 4°C, luego se resuspendieron en PBS y se
dializaron extensamente frente a PBS. Esta disolucion de proteina se denomind extracto térmico de P. acnes
concentrada (cPAHE). La concentracion de proteina se determind mediante el método de Lowry utilizando BSA
como patron descrito por Peterson (Peterson 1983).

Biotinilaciéon

Se ajustaron cPAHE, Pfg purificada y ligandos de ECM comerciales a la concentracion de 1 a 10 mg/ml en PBS y
se dializaron frente a [tetraborato de sodio 74 mM, acido bérico 60 mM (pH 8,8)] durante la noche a 4°C. se
recuperaron las bacterias P. acnes completas en PBS tal como se describio anteriormente y se resuspendio el
sedimento en el tampdn borato. Esta operacion se repitié dos veces. Se incubaron proteinas y bacterias completas
utilizando el reactivo de marcaje extrinseco sulfo-N-hidroxisuccinimida (NHS)-biotina (Sigma) en una razén de 250
Ug de NHS-biotina por 1 mg de proteina durante 4 h a 4°C con agitacion por volteo. Se detuvo la reaccion
afiadiendo NH4Cl 1 M. Se retir6 el exceso de biotina-NHS mediante dialisis frente a PBS a 4°C para las disoluciones
de proteinas y mediante centrifugacion para las bacterias completas. Se almacenaron las preparaciones de
proteinas biotiniladas a -80°C y se almacenaron las bacterias biotiniladas a + 4°C antes de su utilizacién. La
preparacion de bacterias biotiniladas no se utilizé mas de 5 dias después de las preparaciones.

Actividad de unién.

Para caracterizar la interaccién entre P. acnesy ligandos, se utilizaron moléculas biotiniladas en ensayos
cuantitativos y cualitativos. En un primer conjunto de ensayos, se utilizaron ligandos de ECM (fibrindgeno,
colagenos I, 1V, VIl y VIII) como proteinas marcadas con biotina. En un segundo conjunto de ensayos, se biotinilaron
proteinas de superficie de P. acnes (extracto total y Pfg purificada). Para analisis cuantitativo, se diluyo la proteina
no marcada en tampon carbonato-bicarbonato 50 mM, pH 9.6 para producir una concentracién de proteina que
oscilaba entre 0.01 y 50 yg/ml, y luego se inmovilizé en placas de poliestireno de 96 pocillos a 4°C durante la
noche. Se enjuagaron los pocillos tres veces con 0.2 ml de PBS que contenia Tween-20 al 0.05% (PBS-Tween).
Se afadieron proteinas biotiniladas (de 0.01 a 16 ug/ml en PBS-Tween) a los pocillos y se incubaron a temperatura
ambiente durante 1 h. Se enjuagaron los pocillos tres veces con 0.2 ml de PBS-Tween. Se afiadio peroxidasa
conjugada con estreptavidina (0.5 pyg/ml en PBS-Tween) y se incub6 durante 30 min a temperatura ambiente.
Después del lavado, se detecto la peroxidasa unida utilizando el sustrato de peroxidasa cromogénico ABTS. Para
el andlisis cualitativo, se separaron las proteinas no marcadas (10-75 pg por carril) mediante SDS-PAGE y luego
se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (tamafio de poro de 0.45 pym), tal como se describi6é previamente
(Towbin, 1979). Luego se saturaron las membranas durante la noche a 4°C en PBS que contenia BSA al 5%,
Tween-20 al 0.05% (tampdn PBT). Se detect6 la actividad de unién incubando las membranas con 20 ml de PBT
que contenia proteinas biotiniladas (0.1 pug/ml) durante 2 h a temperatura ambiente seguido de tres lavados con
PBT. Se detectaron las proteinas biotiniladas unidas incubando la membrana con peroxidasa conjugada con
estreptavidina (0.5 uyg/ml en PBT) durante 1 h a temperatura ambiente. Después del lavado, se detecté la actividad
peroxidasa unida utilizando 3,3’-diaminobencidina en presencia de CoClz y H202 (Harlow y Lane, 1988).

Electroforesis bidimensional

Se rehidrat6 un gradiente de pH inmovilizado de pH 10-3 de 13 cm (tira de IPG) (Amersham-Bioscience, Suecia)
a 20°C durante 13 h con 250 pl de disolucion de IEF (urea 8 M-CHAPS al 2% (peso/volumen) - tampén IPG al
0.5%, pH 4-7 (vol/vol)-azul de bromofenol al 0.002%) que contenia 200 ug de proteinas de cPAHE. Se realizo
isoelectroenfoque a 20°C en cuatro etapas, 1 ha 200 V, 1 h a 500 V, 30 min a 8000 V en un modo de gradiente y
3 h a 8000 V utilizando el sistema Ettan IPGphor (Amersham-Pharmacia, Suecia). Para la segunda dimension, se
equilibré la tira de IPG durante 15 min haciendo oscilar en una disolucion de urea 6 M-glicerol al 30%
(peso/volumen)-Tris-HCI 0.05 M-SDS al 2% (peso/volumen) -azul de bromofenol al 0.002%-DTT 100 mM y durante
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15 min en una disolucion de urea 6 M-glicerol al 30% (peso/vol)-Tris-HCI 0.05 M-SDS al 2% (peso/vol)-azul de
bromofenol al 0.002%-yodoacetamida 400 mM. Luego, se aplico la tira de IPG sobre un gel SDS-PAGE al 12%.
Normalmente, se hicieron correr 2 geles en paralelo durante 6 horas a una corriente de 70 mA constante. Se
detectaron las proteinas en un gel mediante tincién con plata sin con etapa de glutaraldehido. Se visualizé la
mancha de interés utilizando BOA tal como se describié anteriormente. Se hicieron coincidir los geles tefiidos con
plata y las membranas y se escindieron del gel las manchas de interés.

Huella peptidica mediante espectrometria de masas de ionizacion por desorcién laser asistida por matriz (MALDI)-
tiempo de vuelo (ToF)

Se llevo a cabo digestion triptica en gel de manchas de proteina bidimensionales en tampén bicarbonato de amonio
25 mM (pH 8,0) que contenia acetonitrilo al 50% (vol/vol) antes de secado a vacio (Jonsson 2001). Se realiz6
rehidratacion con tampén bicarbonato de amonio 50 mM (pH 8.0) que contenia 0.02 g/l de tripsina porcina
modificada de calidad para secuenciacion (Promega, Madison, Wis.) y se realizo la digestion durante 18 h a 37°C
y se detuvo mediante la adicion de acido trifluoroacético al 0.4 % (vol/vol). Se aplicé la disolucion de péptido
recuperada como puntos sobre la pelicula de matriz y se permiti6 que se secase a temperatura ambiente. Se
enjuagaron depdsitos de muestra con agua pura y posteriormente se insertaron en el espectrofotdmetro de masas
MALDI (Applied Biosystems, Voyager DE super STR) equipado con un laser de N2 de 337 nm. Se produjeron
peliculas de matriz de evaporacion rapida tal como se describié previamente (Vorm, 1994) utilizando una disolucion
saturada de acido 4-hidroxi-a-cianocindmico (Sigma) en acetona. Se realizé una calibracion de masa interna de
todos los espectros utilizando el péptido de autodigestion de tripsina porcina. Se hizo una busqueda de las masas
peptidicas en las bases de datos SWISS-PROT y Genpept.

Purificacién de pfg

Se centrifugaron cPAHE (90 mg en 16 ml) a 5.000 X g durante 10 min a temperatura ambiente para retirar el
material no solubilizado y se fraccionaron mediante cromatografia de intercambio aniénico realizada en una
columna de intercambio aniénico UNOsphere Q (2,5 por 10 cm) (BioRad) equilibrada en el tampén A [Tris 25 mM
(pH 8,0)] a una velocidad de flujo de 24 ml/h. Se lavaron las proteinas no unidas con tampén A (24 ml) y se eluyeron
gradualmente las proteinas unidas con de 0 a 160 (28 ml), de 160 a 200 mM (40 ml) con tampén A + NaCl 2 M. Se
agruparon las fracciones (1.5 ml) que contenian actividad de unién a Fg, se desalaron mediante dialisis extensa a
4°C frente al tampdn NHsHCO3 0.1 M, pH 8,0 y se liofilizaron. Se logroé la purificacion final de Pfg cargando 3 mg
de proteina en un volumen de 5 ml en una columna Sephacryl S-300 HR (1 por 120 cm) (GE Healthcare) equilibrada
con NH4HCOs3 0.1 M, pH 8,0 a una velocidad de flujo de 6 ml/h (1.5 ml/fraccién) durante un periodo de 24 h. Se
agruparon las fracciones (1.5 ml) que contenian actividad de unién a Fg y se almacenaron a -20°C.

Desglicosilacion de fibrindgeno

Para evaluar qué parte del fibrindgeno es reconocida por proteinas de superficie de P. acnes, se ha retirado
enzimaticamente la parte de glucano para preservar la integridad de la estructura principal de la proteina. Puesto
que se ha demostrado que el fibrindgeno es una glicoproteina que contiene glicanos unidos tanto a N como a O
(Debeire 1985; Reid Townsend 1982; L'Hote 1996), se utilizaron las endoglicosidasas, N-glicanasa y O-glicanasa
para retirar glicanos. Todas las enzimas y los reactivos utilizados se adquirieron de ProZyme (Prozyme, San
Leandro, Calif.). Se desnaturalizé6 Fg humano y bovino comerciales purificados (100 pg; Sigma) a 100°C durante
5 min, conteniendo el tampdén [SDS al 0.4%, B-mercaptoetanol 200 mM, fosfato de sodio 50 mM (pH 7.0)], se
enfriaron a temperatura ambiente y luego se afiadié NP-40 al 3%. Para retirar los glicanos unidos a N, se afiadieron
0.5 U de Flavobacterium meningosepticum recombinante en PNGasa F de Escherichia coli (N-glicanasa) y se
incubaron durante 24 h a 37°C, volumen final de 50 ul. Para retirar los glicanos unidos a O, en primer lugar se
incubd fibrinbgeno humano desnaturalizado en presencia de 0.25 U de sialidasa A de Vibrio cholerae , j-
galactosidasa de testiculos bovinos y B-N-acetiglucosaminidasa de harina de judia sable durante 3 h a 37°C, ya
que deben retirarse los monosacaridos hasta que sdélo quede el nucleo de Galp (1-3)GalNAc unido a la proteina.
Entonces, se anadieron 0.5 U de Streptococcus pneumoniae recombinante en endo-a-N-acetil-gactosaminidasa
(O-glicanasa) de Escherichia coli y se incubd durante 24 h a 37°C. Se detuvieron las reacciones enzimaticas
mezclando la muestra con el tampdn de muestra de electroforesis, seguido por una desnaturalizacién a 100°C
durante 3 min. Luego, se sometié a prueba la capacidad de Fg N- y O-desglicosilado para unirse a Pfg biotinilada
utilizando el ensayo de unidén descrito anteriormente. Se monitorizé la reaccion de desglicosilacidon con respecto a
los cambios de movilidad de los fibrindgenos antes y después de la desglicosilacién en SDS-PAGE después de la
tincion con azul de Coomassie. Asimismo se logré la monitorizacién utilizando lectinas vegetales de tipo jacalina y
RCA-| tal como se describe a continuacion.

Construcciones de plasmidos

Se obtuvieron fragmentos de la subunidad Bp del fibrinbgeno humano mediante RT-PCR a partir de ARN total
extraido de la linea celular de hepatoma humano Hep-G2 cultivada en medio de Dulbecco modificado
complementado con suero de ternero fetal al 10%. En resumen, se aisl6 el ARN total con reactivo TRIzol (Invitrogen
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Ltd, Paisley, R.U.) segun las instrucciones del fabricante y se traté con ADNasa | (Roche Molecular Biochemical).
Se determino la concentracion de ARN mediante el valor de Azeo de la muestra. Se generéd ADN complementario a
partir de 2 ug de ARN total utilizando el cebador de oligo(dT) y 200 U de transcriptasa inversa SuperScript™ I
(Invitrogen Ltd., Paisley, R.U.) y luego se utiliz6 como molde para la reaccion de PCR convencional. Se llevé a
cabo la amplificacion convencional utilizando 0.5 U de ADN polimerasa Platinum® Pfx de alta fidelidad (Invitrogen
Ltd., Paisley, R.U.) en un volumen final de 25 pl con las condiciones de ciclos ajustadas a 94°C durante 15 s, 50°C
durante 30 s y 68°C durante 45 s para un total de 35 ciclos. Los cebadores amplificaron unos fragmentos de 318,
441, 462 y 462 pb de ADNc de fibrindgeno.

Se utilizaron los pares especificos de cebadores de la siguiente manera:

GCAGGAATTCTGATGAAAAGGATGGTTTCTTGG (sgC b Ne: 17) y

GGCCGCTCGAGTACACAACACCCCCAGGTCTGG (sEG I Ne: 18) para Fgi:
GCAGGAATTCTGGATGCTGGAGGCTGTCTTCAC (EC D Ne: 19) y
GGCCGCTCGACTAGACACCACAGGAATATTGCA (oec i ne: 20) para Fa:

GCAGGAATTCTGAAGTTAGAATCTGATGTCTCA (gec (b ne: 21)

GGCCGCTCGAGTTTCATTCTGTACAGTGAATCC (sEC 1D Ne: 22) para Fa3:

GCAGGAATTCTGCCCACAGAACTTTTGATAGAA (< 1o ke 9y

GGCCGCTCGAGTCTGTGGGAAGAAGGGCCTGAT (SEC ID Ne: 24) para Fg4.

Se afadieron sitios de restriccion de EcoRI y Xhol a los cebadores sentido y antisentido, respectivamente. Se
purificaron fragmentos de PCR de fibrindgeno y se insertaron en primer lugar en el vector pBSK. Después de la
digestion de los fragmentos con EcoRI/Xhol, se insertaron los fragmentos en pGEX-4T-2 digerido con EcoRI y
Xhol.

Expresién y purificacion de las proteinas de fusién de GST

Se utilizé la cepa de E. coli BL21DE3pLys para producir las diferentes proteinas de fusion GST-fragmento de
fibrinbgeno. Se hicieron crecer bacterias durante la noche en medio LB (10 ml) complementado con 100 pg/ml de
ampicilina y 40 pg/ml de cloranfenicol y se utilizaron para inocular 1 | de medio LB. Cuando el cultivo incubado a
30°C alcanzé una DOeso = 0.7, se indujo la expresion de la proteina afiadiendo isopropil-a-D-tiogalactésido (IPTG)
0.5 mMy se prolongd el cultivo durante otras 4 h. Se recogio el cultivo mediante centrifugacion a 5000 X g durante
10 min. Se lavo el sedimento una vez en PBS y se resuspendié en un tampon de lisis TEN-T (TrisHCI 20 mM, pH:
7.5, EDTA 0.5 mM, NaCl 150 mM, Triton X-100 al 1%) se sonicé durante 30 segundos por rafagas sobre hielo y se
complementd con DTT 2 mM, N-lauril sarcosina al 1.5%. Se centrifugé el lisado durante 20 min a 20000 X g y se
desecho el sobrenadante. Se disolvié la fracciéon de sedimento insoluble que contenia la proteina de fusiéon de GST
en tampén TEN-T + urea 8 M y se clarificé la disolucion mediante centrifugacion durante 20 min a 20.000 X g. Se
cargo la proteina solubilizada en la columna Protino GST/4B (Macherey & Nagel) y se eluy6 utilizando el tampdn
Tris 50 mM, glutation 10 mM, pH 8.0. Se agruparon las fracciones que contenian péptido recombinante
(determinado mediante electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio). En una etapa final, justo
antes de la utilizacion, el sobrenadante se dializé frente a PBS para retirar la urea.

Cultivo y estimulacién celular

Se hicieron crecer la linea celular de queratinocitos humanos inmortalizados HaCaT, fibroblastos MRC5 en medio
de Eagle modificado por Dulbecco-Glutamax-I (DMEM) con piruvato de sodio 1 mM. Se hizo crecer la linea celular
monocitica humana inmortalizada ThP1 en medio del Instituto Roswell Park Memorial 1640-Glutamax-I (RPMI). Se
complementaron DMEM y RPMI con suero de ternero fetal inactivado por calor al 0.1% y al 10% (Invitrogen) y una
disolucién antibiotica/antimicética (penicilina 10 U/ml, estreptomicina 10 pg/ml, anfoterina 0.25 ug/ml) a 37°C en
atmosfera humidificada que contenia el 5% de CO:2 tal como se describié (Life Technologie). Se hicieron crecer
queratinocitos humanos primarios (NHDK) y fibroblastos (HDF) en el medio KGM-Gold y en el kit Bullet FGM-2 tal
como se describe por el fabricante, respectivamente (Lonza). Se sometieron a prueba las lineas celulares
inmortalizadas de manera rutinaria para evaluar la ausencia de infecciéon por Micoplasma.

Para experimentos de estimulaciéon con P. acnes, se incubaron células con la suspension de P. acnes ajustada a
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la concentracion apropiada, se pretratd o no durante 1 h a 37°C con los péptidos recombinantes de fibrindgeno
Fg1y Fg2 a las concentraciones 0.87, 1.75, 3.5 o 7 uM durante el periodo de tiempo deseado a 37°C en el 5% de
COa.

Para experimentos de estimulacion con LTA (acido lipoteicoico), PGN (peptidoglicano) o LPS (lipopolisacaridos),
se pretrataron o no células con los péptidos recombinantes de fibrindgeno Fg1 y Fg2 a las concentraciones 7, 3.5
0 1.75 pM durante 24 h a 37°C en el 5% de COz2 y luego se estimularon con LTA o PGN o LPS a la concentracion
final de 10 pg/ml durante 18 h a 37°C.

Para experimentos utilizando un modelo in vitro de psoriasis, se hicieron crecer queratinocitos humanos primarios
cutaneos (NHDK) en medio de cultivo durante 24 horas. Luego, se trataron las células o no (control negativo) con
el péptido Fg1.1.1 a las concentraciones de 1.52, 3.05, 6.1 y 12.2 uM o la referencia (inhibidor | de Jak a 10 uM;
control positivo) y se preincubaron durante 2 o 24 horas. Después de esta preincubacion, se retiré el medio y se
reemplazoé por medio de cultivo que contenia o no Fg1.1.1 a las concentraciones de 1.52, 3.05,6.1 y 12.2 yM o el
inhibidor de JAK a la concentracion de 10 uM y mezcla proinflamatoria (combinacion de IL-17 + OSM + TNF-q,
cada uno a 3 0 5 ng/ml) y se incubaron las células durante 48 o 72 horas.

Ensayo de adhesion

Se ajustd la suspension bacteriana a 600 nm hasta la concentracion deseada, se pretraté con los péptidos Fg1y
Fg2 a la concentracion final de 0.87 a 7 uyM durante 1 h a 37°C y se depositdé sobre las células saturadas
previamente con una disolucion de PBS SVF al 2% durante 2 h. Después de la incubacién durante 1 h a 37°C, se
retiran las bacterias no unidas mediante 3 lavados con PBS y se detectan las bacterias fijadas mediante una
disoluciéon de estreptavidina-peroxidasa de 0.5 pg/ml durante 30 min. Después de 3 lavados, se revelan las
bacterias detectadas mediante el sustrato ABTS (sal de diamonio de 2,2’-azinobis-[acido 3-etilbenzotiazolin-6-
sulfénico]) durante 30 min y se leen a 410 nm.

Medicion de la produccién de ERO mediante analisis espectrofluorimétrico

Se sembraron todas las lineas celulares (de 5.10* a 10° células/pocillo) en placas de 96 pocillos (Corning Costar,
Brumath, Francia) y se trataron tal como se describié previamente. Después de la estimulacion, se lavaron las
células tres veces en PBS y se incubaron con 100 pl por pocillo de DHE 5 uM (para la determinacién de O2™) o Hz-
DCFDA 5 uM (para la determinacion de H202) durante 30 min tal como se describié previamente y se registro la
intensidad de fluorescencia cada hora durante un periodo de 5 h. Los maximos de excitacién/emisién de
fluorescencia fueron para DHE: 480/610 nm y para H2-DCFDA: 507/525 nm. Al final del experimento, se evalud el
nuamero de células adherentes mediante el ensayo de violeta cristal tal como se describe a continuacién. Se
sometieron a ensayo Oz"y H202 mediante espectrofluorimetria en un espectrofluorimetro Fusion (PackardBell,
Paris, Francia). Se calcularon los niveles de ERO en cada muestra de la siguiente manera: tasa de especies
reactivas de oxigeno (unidades arbitrarias/min/108 células) = (intensidad de fluorescencia [unidades arbitrarias] a
T5h - intensidad de fluorescencia [unidades arbitrarias] a To/300 minutos/numero de células adherentes medidas
mediante el ensayo de violeta cristal, y se expresaron como unidad arbitraria (A.U.).

Ensayos de viabilidad celular

Se utilizé tincién con violeta cristal para determinar el nimero de células adherentes en placas de 96 pocillos.
Brevemente, después de la incubacion con el compuesto de prueba, se desecho el medio de cultivo y se incubaron
las células con una disolucién de violeta cristal al 0.05% (Sigma) durante 30 min a temperatura ambiente. Después
de lavar con PBS, se afiadié metanol al 100% y se midi6 la absorbancia espectrofotométricamente a 540 nm en
un lector ELISA multipocillo. Se realizd el ensayo de MTT (1-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-3,5-difenilformazano) para
someter a prueba la viabilidad celular en placas de 96 pocillos. Se incubaron las células con una disolucién de MTT
al 0.2% en medio de cultivo celular durante 4 h a 37°C. Luego, se desechd la disolucién de MTT y se afiadio DMSO
para solubilizar los cristales de MTT-formazano producidos en las células vivas. Después de mezclado meticuloso,
se midi6 la absorbancia a 540 nm.

ELISA

Se midié la concentracion de proteina de IL-1B, IL-8, IL-12, hBD-2 y TNF-a. humanos en los sobrenadantes de
células estimuladas utilizando diversos kits ELISA Set (kit Ready-Set-Go de eBioscience para experimentos de
acné, y para experimentos de psoriasis, el kit para IL-8 Duo set de R&D Systems y BD-2 Human Development
(hBD-2) de Peprotech) segun las instrucciones del fabricante. Se utilizaron diluciones en serie de IL-1p, IL-8, IL-12
y TNF-a recombinantes humanos para la curva patrén. Se determind la densidad optica a 450 nm con una
correccion de longitud de onda de 540 nm.

Analisis estadistico

Se analizé la significacion estadistica de las diferencias entre los datos de los grupos experimentales mediante la
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prueba de Student para datos emparejados. Se aceptd como significativo un nivel de P < 0.05. La significacion
estadistica esta indicada por * (P < 0.05), ** (P < 0.01) y *** (P < 0.001), respectivamente.

Resultados

Identificacién de proteinas de la superficie celular con ligandos eucariotas de P. acnes

Para identificar la proteina de superficie de P. acnes reconocida por ligandos de ECM, se utilizaron las proteinas
de ECM mas comunes reconocidas por bacterias relacionadas con la piel como coladgenos y fibrinégeno. Se hizo
crecer la cepa de P. acnes sobre tres medios diferentes para permitir que las bacterias expresaran sus supuestas
proteinas de superficie que se extrajeron calentando la suspension bacteriana en presencia o no de cloruro de litio.
Para identificar proteinas de superficie, se separaron electroforéticamente extractos de proteina térmica total de P,
acnes y se detectaron mediante tincién con plata (figura 1B). Se detectaron varias bandas que oscilaban entre 14
y 100 kDa con una proteina de una masa molecular aparente de 58 kDa que representa aproximadamente > 90%
del extracto de proteina total (figura 1B, carril 2). No se encontraron diferencias importantes entre los medios RCM
y RCM con Tween 20 al 0.1%, sin embargo parece que se extraen mas proteinas en presencia de litio en lugar de
la extraccion térmica sola. Cuando se hace crecer P. acnes sobre medios sdlidos enriquecidos con sangre, la
proteina de 58 kDa esta presente en ambos extractos asimismo con una banda de proteina a aproximadamente
90 kDa y otra a aproximadamente 20 kDa sélo presente en el extracto térmico de litio (figura 1B, carril 3). Se
identificé posteriormente la supuesta adhesina de superficie de P. acnes mediante inmunotransferencia de tipo
Western con ligandos biotinilados (figura 1A). Se hall6 que la proteina de 58 kDa era reconocida por el fibrinégeno
biotinilado (figura 1A, carril 2) tanto en el extracto térmico como en el extracto térmico de litio, independientemente
del medio de cultivo utilizado. No se encontrd reconocimiento con colagenos (figura 1, carril 2). Se obtuvieron
reconocimientos muy débiles y no reproductivos con los colagenos VI y no se consideraron especificos. Es
interesante indicar que la intensidad de reconocimiento es mayor en el extracto de litio, lo que sugiere una mejor
recuperacion con este método. Ademas, hacer crecer P. acnes en diferentes medios no afectd drasticamente a la
expresion de las proteinas de superficie reconocidas. Segun estos resultados, se hizo crecer P. acnes en medio
RCM y para extraer térmicamente las proteinas de la superficie en presencia de litio. Para confirmar estos
resultados, se inmovilizé la proteina de superficie total de P. acnes sobre una placa de poliestireno y se analiz6
con sonda con Fg biotinilado y colageno | (figura 2). En primer lugar, se sometieron a prueba varias concentraciones
de extracto de proteina y se mostré una actividad de unién para el fibrinégeno que alcanzé una meseta en
aproximadamente 6.25 ug/ml de proteina por pocillo, mientras que no se detecté actividad de unién para el
colageno |. Para verificar este resultado, se inmovilizaron 25 ug/ml de proteina por pocillo y se sometieron a prueba
con diversas cantidades de Fg biotinilado y colageno | (figura 2B). Se ha demostrado una fuerte actividad de union
con el fibrindgeno, que alcanza una meseta, lo que sugiere una posible saturacion de los sitios reconocidos. No se
detecto actividad de union con el colageno |, lo que indica una interaccién especifica entre fibrinégeno y el extracto
de proteina de P. acnes. Estos resultados estan de acuerdo con los resultados cualitativos presentados
previamente. La proteina de 58 kDa aun no se ha descrito, por lo que se procedié a su caracterizacién. Debido a
que 58 kDa es una proteina de union a fibrindgeno extraida de la superficie de P. acnes, se denominé PFg.

Caracterizaciéon de Pfg

Se separo el extracto de superficie de P. acnes mediante electroforesis en gel 2D. La primera dimension fue un
IEF que cubria un amplio intervalo de pl de 10 a 3. La segunda dimensién se ejecuté en SDS-PAGE al 12.5%,
después de lo cual se detectaron las proteinas mediante tincién con plata (figura 3A). Se observaron
aproximadamente 50 manchas de proteina después de la separacion (figura 3A). Para localizar las manchas
correspondientes a Pfg, se hizo correr un segundo gel en paralelo y se sometié al ensayo de inmunotransferencia
de ligando de tipo Western utilizando fibrindgeno biotinilado (figura 3B). Pfg aparecio bajo 2-3 manchas principales
(figura 3B, carril 3) y se hicieron coincidir con las manchas en el gel tefiido con plata (figura 3A, carril 3). La
presencia de varias manchas, todas reconocidas por el fibrindégeno, sugiere que la Pfg se glicosilara y, por tanto,
separara en varios puntos isoeléctricos durante la primera dimension. Se corté la mancha de proteina de interés y
se caracterizé mediante MALDI-ToF de mezclas de péptidos después de digestion en gel. La figura 3C muestra un
espectro de masas de MALDI de una mezcla de péptidos tripticos producida a partir de la mancha de proteina
sefialada con una flecha en la figura 3A. Se hall6 que veintidés masas de péptidos tripticos obtenidas
experimentalmente coincidian con las masas de péptidos predichas dentro de 0.1 Da, cubriendo el 57% de la
secuencia de aminoacidos. La busqueda en la base de datos de secuencias de proteinas identifico la proteina
como el producto del gen de la proteina hipotética de P. acnes, la supuesta proteina de adhesién o de la capa S
YP_056792 (tabla 3) (GenelD 2933198, etiqueta de locus PPA2127) (Bruggemann 2004). El producto del gen
PPA2127 es una proteina hipotética de 405 aminoacidos con una region repetitiva rica en prolina-treonina en el
extremo C-terminal (proteina repetitiva de prolina-treonina [PTRP]). El andlisis de la secuencia de aminoacidos de
PTRP mostr6 la presencia de 16 repeticiones en tandem del motivo Pro-Thr o Pro-Lys en la regién C-terminal
desde las posiciones 324 a 355. La masa molecular tedrica de la proteina es de 41,7 kDa. El analisis de la
secuencia de proteina reveld la presencia de un motivo LPXTG en la posicion 400 en el extremo C-terminal
correspondiente a un posible sitio de motivo de anclaje celular para una sortasa y argumentando a favor de una
proteina de superficie presente en la membrana de P. acnes .
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Tabla 3: masas moleculares medidas y calculadas para péptidos tripticos?.

Masa (Da)® Posicion Secuencia
Medido Calculado Diferencia

503.27 503.28 -0.01 249-253 AGIDK (SEQ ID N°: 25)
813.50 813.51 -0.01 65-73 AAIAGALVK (SEQ ID N°: 26)
818.42 818.42 0.00 300-306 TAEQLEK (SEQ ID Ne°: 27)
837.53 837.53 0.00 242-248 IVTHLVR (SEQ ID N°: 28)
928.55 928.54 0.01 124-133 AAAAVDLGIK (SEQ ID N°: 29)
954.58 954.57 0.01 254-262 SLAVQIAPR (SEQ ID Ne°: 30)
979.57 979.56 0.01 214-222 AAIEHIIGR (SEQ ID N°: 31)
1069.63  1069.62 0.01 270-279 EPLLALNTAK (SEQ ID N°: 32)
1084.60 1084.58 0.02 287-296 QIVDVITADK (SEQ ID N°: 33)
1101.62 1101.61 0.01 287-296 QIVDVITADK (SEQ ID N°: 34)
1107.67 1107.66 0.01 213-222 KAAIEHIIGR (SEQ ID N°: 35)
1112.62 1112.62 0.00 307-316 ELPALDDLVK (SEQ ID N°: 36)
1159.66 1159.65 0.01 95-104 EGVLLINHHK (SEQ ID N°: 37)
1282.75  1282.74 0.01 195-207 AEIAAQAALLVGR (SEQ ID Ne°: 38)
1332.69  1332.69 0.00 74-87 AGFSSADAVALAPR (SEQ ID Ne°: 39)
1341.73  1341.73 0.00 152-165 DAVVANLVAAGVDK (SEQ ID N°: 40)
1469.84  1469.83 0.01 152-166 DAVVANLVAAGVDKK (SEQ ID N°: 41)
1644.93  1644.90 0.03 74-90 AGFSSADAVALAPRIAK (SEQ ID N°: 42)
1810.00  1810.02 -0.02 134-151 ATLAATIIPNALHSAAFK (SEQ ID N°: 43)
1834.08  1834.08 0.00 170-189 ATAVAIAATALNPALGPIAK (SEQ ID N°: 44)
1903.02 1903.02 0.00 223-241 SFDAAVATAIVSSPILNAR (SEQ ID N°: 45)
3284.49  3284.54 -0.05 373-405 SGGHSQGGSGTHYIHHGVAPVLTHSSDLPSTGF

(SEQ ID N°: 46)
a: Estos péptidos que identificaron la proteina de 58 kDa BAND, cubren 231 de 405 residuos, lo que
corresponde a una cobertura de secuencia del 57%. P: Masas monoisotopicas.

Purificacién de pfg

En la tabla 4, se resumen los resultados de una purificacion tipica de Pfg. La precipitacion de sal del gran volumen
del extracto de litio P. acnes dio como resultado la concentracion de la proteina y un pequefio aumento de la
actividad especifica (1,45 veces la actividad de uniéon a fibrinégeno por unidad de proteina) del extracto
concentrado resultante (tabla 4 y figuras 4C, D, carril 3). Se fracciond la proteina de superficie del concentrado
de P. acnes en una columna de intercambio anionico (figura 4A). Se retiré una gran cantidad de contaminante
proteico durante esta etapa, partiendo a la concentracion de NaCl 180 mM. Se eluyeron las fracciones que
contenian la actividad de unién a fibrinégeno a la concentracion de NaCl partiendo a 160 mM (figura 4A). Esta
fraccion contiene una gran proporcion de Pfg junto con pocos contaminantes de proteinas débiles (figuras 4C y D,
carril 4). Se logré la purificacion final de Pfg mediante filtracion en gel de alta resolucion con Sephacryl durante la
cual se retiraron por completo todos los contaminantes proteicos (figuras 4B y C, D, carril 5). La cantidad de Pfg
pura obtenida tras esta etapa fue de 0.23 mg, con una actividad especifica de 1840 U/mg (tabla 4).

Tabla 4: purificaciéon de Pfg.

e Proteina Unidades totales Actividad especifica Recuperacién de PFg
Etapa de purificacion

(mg) ) (U/mg) (%)
PAHE 1343 390000 290 /
cPAHE 378 160000 423 100
Intercambio anidnico 2.9 3000 1034 1.87
Filtracion en gel 0.2 368 1840 0.23

Especificidad de unién a Pfg

Puesto que se demostré que el fibrindbgeno reconoce la Pfg, se utilizd este ligando de ECM para analizar la
naturaleza de esta interaccion. En primer lugar se analiz6 la capacidad del fibrindgeno para ser reconocido por Pfg
purificada (figura 5). Se inmovilizaron Fg humano y bovino (hFg, bFg) en una placa de poliestireno y se midio la
actividad de unién de Pfg biotinilada. Se demostré que la unién de Pfg a hFg y bFg depende de la dosis con una
mayor afinidad por hFg. Se utilizé albimina de suero bovino como control negativo que no mostré actividad de
union (figura 5A). Para determinar qué subunidad de Fg es reconocida por Pfg, se separ6 Fg electroforéticamente
y se realizé el ensayo de union (figuras 5B, C, D). Se ha demostrado que hFg (figura 5D, carril 3) y bFg (figura 5D,
carril 4) son reconocidos por Pfg. Ademas, parece que la subunidad Bf se reconoce fuertemente tanto en hFg
como en bFg, mientras que solo se reconoce la subunidad Aa. en hFg. No se observé reconocimiento para la
subunidad y asi como para la albimina de suero utilizada como control (figura 5D, carril 2). Estos resultados estan
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de acuerdo con los resultados obtenidos con fibrinégeno inmovilizado y demostraron el reconocimiento especifico
de Pfg para Fg. Se ha demostrado que el fibrindgeno es una glicoproteina que contiene glicanos unidos tanto a N
como a O (Debeire 1985; Reid Townsend 1982; L’'Hbote 1996). Para demostrar qué parte de la glicoproteina estaba
involucrada en el reconocimiento por proteinas de superficie de P. acnes, se trat6 fibrindgeno purificado con
PNGasa F y O-glicosidasa para retirar especificamente los glicanos unidos a N y O de la estructura principal de la
proteina, respectivamente, y se sometié a prueba su capacidad para reconocerse por extracto de proteina de
superficie de P. acnes (figuras 6 y 7). Después de retirarse los glicanos ligados a N, el fibrindgeno todavia se
reconocia fuertemente por Pfg (figura 6B, carriles 3 y 5). En paralelo, se evalud la desglicosilacion mediante la
visualizacion de un cambio en la movilidad después de la separacion por electroforesis y la tincion con azul de
Coomassie (figura 6A, carriles 3 y 5) y asimismo mediante la utilizacion de la lectina vegetal RCA-I capaz de
reconocer residuos de galactosilo ligados a 3 en posicion terminal (figura 6C) (Green, 1987). Se demostrd que la
Fg desglicosilada ya no era reconocida por la lectina RCA-I (figura 6C, carriles 3 y 5). Se obtuvieron los mismos
resultados después de retirar los glicanos ligados a O (figura 7B, carril 3) donde los controles de desglicosilacién
mostraron que el tratamiento enzimético retir6 todos los hidratos de carbono tal como detecté el cambio de
movilidad (figura 7A, carril 3) y por lectina vegetal de tipo jacalina que esta reconociendo especificamente residuos
de Galp(1-3) en glicanos unidos a O (Tachibana 2006) (figura 7C, carril 3). Estos resultados indican que la
estructura principal de la proteina del fibrinbgeno estaba involucrada en el proceso de reconocimiento por proteina
de superficie de P. acnes.

Delineacion de la secuencia de fibrindgeno humano Bp reconocida por Pfg

Se dividié arbitrariamente la subunidad Bf del fibrinbgeno humano en 4 secuencias iguales (Fgl, Fg2, Fg3, Fg4)
que se obtuvieron mediante RT-PCR a partir de hepatocitos humanos. Se purificaron los amplicones, que contenian
los sitios de restriccion para EcoRI y Xhol, y posteriormente se clonaron en el plasmido pBSK para la produccion
de los insertos de Fgs que se clonaron en el plasmido de expresion pGEX-4F-2 (figura 8A). se sometieron clones
de E. coli recombinantes a induccion con IPTG y se analizd la proteina total mediante electroforesis. Se
sobreexpresaron proteinas recombinantes de masa molecular aparente de 37 y 43 kDa para Fg1y Fg2, Fg3, Fg4,
respectivamente, después de la induccion (figura 8B). El contacto con Pfg biotinilada ha demostrado que sélo se
reconocioé Fg1 (figura 8C).

El péptido derivado del fibrindgeno inhibe la interaccién entre Pfg y fibrindgeno

Puesto que se ha demostrado que sélo Fg1 era capaz de reconocer Pfg, se pretratd Pfg biotinilada con diversas
concentraciones de Fg1 purificado y se sometié a prueba su capacidad para reconocer fibrindgeno inmovilizado.
Se utilizaron Fg2 y BSA como controles negativos (figura 9). Se ha demostrado que Fg1 disminuy6 drasticamente
el reconocimiento entre Pfg y fibrindgeno humano, mientras que Fg2 y BSA no lo hicieron.

Estos resultados muestran que la interaccion entre Pfg y el fibrinégeno implica la estructura principal de la proteina
del fibrindgeno. Asi, la utilizacion de un péptido recombinante de la subunidad B del fibrinbgeno humano permite
inhibir la interaccion entre Pfg y el fibrindgeno.

Evaluacion del efecto antiadhesivo de Fg1 sobre diferentes cepas de P._acnes

Se marcan bacterias P. acnes completas mediante biotinilacion, se pretratan o no con los péptidos y se ponen en
contacto con las diversas lineas celulares. Después de retirar las bacterias no fijadas, se midio
espectrofotométricamente la actividad de adhesién utilizando el conjugado estreptavidina-peroxidasa y un sustrato
cromogénico. Se sometieron a prueba todos los lotes de productos y péptidos de Fg1, Fg2 en cuanto a citotoxicidad
en 5 lineas celulares. Se ha demostrado que Fg1 y Fg2 no presentan actividad citotéxica en ninguna de las lineas
celulares (figura 10).

Se sometioé a prueba la capacidad de las cepas de P. acnes 6919, RON y PIE a 3 concentraciones para adherirse
a diversas lineas celulares. Se ha demostrado que las cepas de P. acnes sometidas a prueba se unieron a los tres
tipos de lineas celulares sometidas a prueba (queratinocitos, monocitos y fibroblastos) hallandose una fuerza de
adhesion maxima para los queratinocitos (figura 11). Sabiendo que P. acnes es capaz de reconocer el fibrindgeno,
se utilizé fibrindgeno completo humano y bovino para competir en la interacciéon entre las bacterias y la célula
diana. Se ha demostrado que una cantidad cada vez mayor de fibrinégeno tanto humano como bovino es capaz
de inhibir la adhesion de P. acnes a los queratinocitos (figura 12). Luego, se evalud la capacidad de Fg1 para inhibir
la adhesién de bacterias y RON, PIE en los 3 tipos principales de células. Se ha demostrado que el péptido Fg1
inhibe la adhesion de la cepa RON de una manera dependiente de la dosis en queratinocitos (NHDK), monocitos
(THP-1) y fibroblastos (HDF). En paralelo, el péptido Fg2, utilizado como control negativo, no muestra actividad
antiadhesiva (figura 13). Se obtuvieron los mismos resultados con las cepas de P. acnes 6919 y PIE.

Asi, se ha demostrado que las cepas de P. acnes pueden adherirse a diferentes células diana con una mayor

afinidad por queratinocitos. Todo el fibrindgeno puede competir en la adhesion entre las bacterias y los
queratinocitos. Cuando se utilizé el péptido recombinante Fg1 de la subunidad Bp del fibrinbgeno, disminuyé
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significativamente la adhesién de las bacterias completas a las células diana.

Evaluacion de la actividad antiinflamatoria de Fg1 en células estimuladas con P._acnes

Para evaluar la eficacia del péptido recombinante Fg1, se midié la producciéon de O2™ y H202 por células HaCaT
NHDK, THP-1, MRC5 y HDF estimuladas por las cepas de P. acnes 6919, RON y PIE pretratadas. Se comparo la
cantidad de ERO producida con la producida por las células estimuladas con bacterias no tratadas. Se obtuvo la
linea base de produccion midiendo ERO en células no estimuladas. Asimismo se midié la produccion de IL-18, IL-
8, IL-12 y TNF-a en todas las condiciones citadas anteriormente. Se realiza la medicién de la produccién de ERO
mediante espectrofluorimetria en presencia de fluorocromos especificos directamente en la célula de monocapa.
Se realiz6 en paralelo la mediciéon de la produccién de citocinas en el sobrenadante del cultivo celular.

Se implementaron dos conjuntos de experimentos: 1) se estimularon las células (18 h a 37°C) por cepas de P.
acnes pretratadas previamente con los péptidos Fg1 y Fg2 a concentraciones finales que oscilaron entre 0.87 y
7 UM durante 1 h a 37°C; y 2) se pretrataron las células en primer lugar con fips péptidos Fg1 y Fg2 en las
concentraciones finales que oscilaron entre 0.87 a 7 yM durante 24 h a 37°C y se estimularon (18 h a 37°C) por
cepas de P. acnes.

Se ha demostrado que la produccion de Oz es importante en todas las lineas celulares sometidas a prueba cuando
se estimulan por las tres cepas de P. acnes, estos resultados representan experimentos de control. Por el contrario,
el pretratamiento de cepas de P. acnes por el péptido Fg1 inhibe la produccion de O2™ de manera dependiente de
la dosis en las cinco lineas celulares y las tres cepas sometidas a prueba. Se obtuvo el mismo tipo de resultados
para la produccion de H202 en ambos conjuntos de experimentos (tabla 5). La figura 14 corresponde a los
resultados obtenidos con la cepa de P. acnes PIE en la linea celular de queratinocitos HaCaT y es representativa
de los resultados obtenidos con todas las bacterias P. acnes y lineas celulares sometidas a prueba.

Se ha demostrado que la produccién de IL-1f es eficaz sélo para los monocitos. Fg1 no presenta ningun efecto
sobre la produccién de IL-1B, cualquiera que sea la cepa de P. acnes utilizada (tabla 5). La producciéon de TNF-o
es eficaz para los monocitos y fibroblastos, mientras que es mas aleatoria en los queratinocitos. Se mostré un
efecto de respuesta a la dosis de Fg1 sobre la disminuciéon de la produccion de TNF-o por monocitos y fibroblastos
para las 3 cepas bacterianas sometidas a prueba. La produccién de IL-12 fue muy baja o inexistente para todas
las cepas bacterianas y lineas celulares sometidas a prueba, demostrando ser un mal marcador de la inflamacion
en este modelo (tabla 5). La produccion de IL-8 es importante para los queratinocitos (HaCaT y primarios) y los
fibroblastos (MRC5 y primarios) cuando se estimulan por tres cepas de P. acnes (6919, RON y PEI). Los monocitos
no producen IL-8. Se demostré un efecto de respuesta a la dosis de Fg1 sobre la disminucion de la produccion de
IL-8 en queratinocitos y fibroblastos en las 3 cepas bacterianas sometidas a ensayo. En la figura 15, se muestran
resultados representativos y se refieren a la produccién de IL-8 obtenida en la linea celular MRC5 con la cepa de
P. acnes RON.

Tabla 5: resultados globales de la evaluacion de la actividad antiinflamatoria de Fg1

Produccion . Linea celular
de molécula Ce;:ngil? eiogjrlijrrrl?n?:s Ne:;ura:ta:;ade Queratinocito Fibroblasto Monocito
inflamatoria P P HaCaT NHDK MRC5 HDF ThP1
| Control pos. pos. pos. pos. pos.
Inhibicion pos. pos. pos. pos. pos.
6919
I Control nt pos. nt pos. pos.
Inhibicion nt poS. nt pos. pos.
. Control pos. pos. pos. pos. pos.
Anion I Inhibicién 0Ss 0Ss 0S 0s 0s
superéxido RON c | pOS. pOS. pOS. pOS. pOS.
(07) I (_)n_tr_q nt pos. nt pos. pos.
Inhibicion nt pos. nt pos. pos.
| Control pos. pos. pos. pos. pos.
Inhibicion pos. pos. pos. pos. pos.
PIE
I Control nt pos. nt pos. pos.
Inhibicién nt pos. nt pos. pos.
| Control pos. pos. pos. pos. pos.
Inhibicién pos. pos. pos. pos. pos.
6919
I Control nt pos. nt pos. pos.
Peréxido de Inhibicién nt pos. nt pos. pos.
hidrégeno | Control pos. pos. pos. pos. pos.
(H202) RON Inhibiciéon pos. pos. pos. pos. pos.
I Control nt pos. nt pos. pos.
Inhibicién nt pos. nt pos. pos.
PIE | Control pos. pos. pos. pos. pos.
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Produccion . Linea celular
de molécula Cepa de P Conjgnto ?e Na:turalezt? de Queratinocito Fibroblasto Monocito
inflamatoria ~ 2¢7'¢S  €xpenmentos faprueba  TTH s T NHDK | MRC5 HDF ThP1
Inhibicién pos. pos. pos. pos. pos.
I Control nt pos. nt pos. pos.
Inhibicion nt pos. nt pos. pos.
| Control na pos. na na pos.
6919 Inhibicién na pos. na na NO
I Control na na na na pos.
Inhibicién na na na na NO
Interleucina | ngtrgl na na na na pOS.
1 beta (IL- RON Inhibicion na na na na NO
19p) I qutrpl na na na na pos.
Inhibiciéon na na na na NO
| Control na na na na pos.
PIE Inhibicién na na na na NO
I Control na na na na pos.
Inhibicién na na na na NO
| Control pos. pos. pos. pos. na
6919 Inhibicion pos. pos. pos. pos. na
I Control pos. pos. pos. pos. na
Inhibicion pos. pos. pos. pos. na
| Control pos. pos. pos. pos. bajo
Interleucina RON Inhibicién pos. pos. pos. pos. na
8 (IL-8) I Control pos. pos. pos. pos. na
Inhibicién pos. pos. pos. pos. na
| Control pos. pos. pos. pos. bajo
PIE Inhibicion pos. pos. pos. pos. na
I Control pos. pos. pos. pos. na
Inhibicién pos. pos. pos. pos. na
| Control na na pos. pos. pos.
6919 Inhibicién na na pos. pos. pos.
I Control na na pos. pos. pos.
Inhibicion na na pos. pos. pos.
Interleucina | ngtrgl na bajo pos. pos. pos.
TNF alfa RON Inhibicion na na pos. pos. pos.
(TNF-00) I Control na na pos. pos. pos.
Inhibicién na na pos. pos. pos.
| Control na na pos. pos. pos.
PIE Inhibicion na na pos. pos. pos.
I Control na na pos. pos. pos.
Inhibicion na na pos. pos. pos.
| Control na na na na bajo
6919 Inhibicién na na na na pos.
I Control na na na na na
Inhibicién na na na na na
| Control na pos. na na na
Interleucina RON Inhibicion na pos. na na na
12 (IL-12) I Control na na na na na
Inhibicién na na na na na
| Control na bajo bajo na na
PIE Inhibicién na na na na na
I Control na na na na na
Inhibicién na na na na na

na: no aplicable; nt: no sometido a prueba

Control pos.: la produccién de moléculas inflamatorias en célula no estimulada y estimulada por P. acnes es
negativa y positiva, respectivamente.

Control bajo: la produccion de moléculas inflamatorias en célula no estimulada y estimulada por P. acnes es
negativa y débil, respectivamente.

Inhibicién pos.: Fg1 disminuye la produccion de molécula inflamatoria de manera dependiente de la dosis
Inhibicién N°: Fg1 no presenta efecto sobre la producciéon de molécula inflamatoria.

I: Conjunto de experimentos en el que en primer lugar se pretratan las bacterias. Il: conjunto de experimentos en
el que en primer lugar se pretratan las células
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Evaluacion de la actividad antiinflamatoria de péptidos pequefios generados a partir de Fg1

Se dividié la secuencia de aminoacidos de Fg1 que contenia 106 residuos en 3 secuencias pequefias no
solapantes que contenian entre 30 y 36 residuos de aminoacido (péptidos pequefios relacionados con Fg1; Fg1.1,
Fg1.2 y Fg1.3). Para evitar la pérdida de supuesta actividad en las areas de corte, se generaron dos secuencias
solapantes con las 2 areas de corte a partir de este sitio de corte (Fg1.4 y Fg1.5) (figura 16).

En primer lugar, se evalud la citotoxicidad de todos los péptidos pequefios relacionados con Fg1 y se demostré
que todos los péptidos pequefos sometidos a prueba no eran toxicos para las células en el intervalo de 2.5 a
20 yM. La figura 1 muestra los resultados obtenidos en la linea celular HaCaT de queratinocitos inmortalizados.
Se obtuvieron los mismos resultados en las lineas celulares de monocitos ThP1 y fibroblastos MRC5
inmortalizados.

Para evaluar la eficacia del péptido pequefio relacionado con Fg1, se midi6 la produccion de H202 por varias lineas
celulares (HaCaT, NHDK, THP-1, MRC5 y HDF) estimuladas por tres cepas de P. acnes 6919, RON y PIE, en
presencia o no con los péptidos pequefios. La cantidad de H202 producida se compara con la producida por las
células estimuladas con bacterias no tratadas. Se obtiene la linea base de produccion midiendo H202 en células
no estimuladas. Se realiza la medicion de la produccion de H202 mediante espectrofluorimetria en presencia de
fluorocromos especificos directamente en la célula de monocapa.

Se han implementado dos conjuntos de experimentos:

I) se estimulan las células (18 h a 37°C) por cepas de P. acnes pretratadas previamente con los péptidos
pequefios Fg1.1, Fg1.2, Fg1.3, Fg1.4 y Fg1.5 a las concentraciones finales que oscilaron entre 2.5y 20 yuyM
durante 1 h a 37°C;

II) en primer lugar se pretratan las células con los cinco péptidos pequefios en las concentraciones finales que
oscilaron entre 2.5y 20 uM durante 24 h a 37°C y se estimulan (18 h a 37°C) por cepas de P. acnes.

Se ha demostrado que la produccion de H202 es adecuada en todas las lineas celulares sometidas a prueba
cuando se estimulan por las tres cepas de P. acnes, estos resultados representan experimentos de control. Por el
contrario, el pretratamiento de cepas de P. acnes por los péptidos pequefios Fg1.1 y Fg1.4 inhibe la produccion de
H202 de manera dependiente de la dosis en las cinco lineas celulares y las tres cepas sometidas a prueba, mientras
que los péptidos pequefios Fg1.2, Fg1.3 y Fg1.5 nolo hicieron. La figura 17 corresponde a los resultados obtenidos
con la cepa de P. acnes RON en la linea celular de fibroblastos MRC5 y son representativos de los resultados
obtenidos con todas las bacterias P. acnes y lineas celulares sometidas a prueba (tabla 6).

Tabla 6: resultados globales de la evaluacion de la actividad antiinflamatoria de péptidos pequefios generados a
partir de Fg1.

Produccion Cepade P Conjunto de Naturaleza de Linea celular

de molécula acnes  experimentos  la prueba Queratinocito Fibroblasto Monaocito
inflamatoria HaCaT NHDK MRC5 HDF ThP1
| Control pos. nt pos. nt pos.
6919 Inhibicion pos. nt pos. nt pos.
I Control pos. pos. pos. pos. pos.
Inhibicién pos. pos. pos. pos. pos.
Peréxido de | I(ic_)gtr_ql pos. nt pos. n: pos.
hidrogeno RON nhibicién pos. n pos. n pos.
(H202) I antr_ql nt pos. nt pos. pos.
Inhibicion nt pos. nt pos. pos.
| Control pos. nt pos. nt pos.
Inhibicién pos. nt pos. nt pos.

PIE

I qutrgl pos. pos. pos. pos. pos.
Inhibicién poS. poS. poS. poS. poS.

nt: no sometido a prueba

Control pos.: la produccion de H202 en célula no estimulada y estimulada por P. acnes es negativa y positiva,
respectivamente.

Inhibicién pos.: Fg1.1 y Fg1.4 disminuyen la produccion de H202 de manera dependiente de la dosis

I: Conjunto de experimentos en el que en primer lugar se pretratan las bacterias. Il: conjunto de experimentos en
el que en primer lugar se pretratan las células
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Propiedades antiinflamatorias del fragmento Fg1 en ausencia de P. acnes

Para evaluar de manera mas general las propiedades antiinflamatorias de los fragmentos Fg1 y Fg2, se midi6 la
produccion de H202 por varias lineas celulares (NHDK, THP-1 y HDF) estimuladas por LTA (acido lipoteicoico, LPS
(lipopolisacarido) y PGN (peptidoglicano), en presencia o no de Fg1 o Fg2.

Los resultados obtenidos para las células NHDK estimuladas por LTA se presentan en la figura 18 y muestran que
Fg1, pero no Fg2, disminuye significativamente la produccion de H202 por células NHDK estimuladas por LTA. Se
obtuvieron resultados similares en células de fibroblasto primario (HDF) y monocitos (ThP1) estimuladas con LTA,
LPS y PGN.

Asimismo se midio la produccién de IL-8 en células NHDK estimuladas por LTA, LPS y PGN, en presencia o no de
Fg1 o Fg2. Los resultados obtenidos para las células NHDK estimuladas por PGN se presentan en la figura 19 y
muestran que Fg1, pero no Fg2, reduce significativamente la produccion de IL-8 por las células NHDK estimuladas
por PGN. Se obtuvieron resultados similares en células NHDK estimuladas por LTAy LPS.

Estos resultados ilustran que Fg1 asimismo presenta propiedades antiinflamatorias sobre los queratinocitos,
independientemente de la presencia de P. acnes.

Evaluacién de la actividad antiinflamatoria de péptidos pequefios generados a partir de Fg1.1

Se evaluo la actividad antiinflamatoria de los fragmentos pequefios Fg1.1.1, Fg1.1.2, Fg1.1.3, Fg1.1.4 y Fg1.1.6.

Los inventores evaluaron en primer lugar la citotoxicidad de todos los péptidos pequefios generados a partir de
Fg1.1 y demostraron que todos los péptidos sometidos a prueba no eran téxicos para las células en el intervalo de
2,5 a 20 pyM. La figura 20 muestra los resultados obtenidos en la linea celular HaCaT de queratinocitos
inmortalizados. Se obtuvieron resultados similares en la linea celular MRC5 de fibroblastos inmortalizados.

La figura 21 muestra el mismo experimento realizado utilizando el diluyente utilizado para disolver los péptidos
(vehiculo) a las mismas concentraciones. Se prepararon disoluciones madre en: PBS para Fg1.1.4, DMSO al
60%/PBS para Fg1.1.1y Fg1.1.3, DMSO al 100% para Fg1.1.2.

Estos resultados muestran claramente que los fragmentos pequefios de la invencién que presentan secuencias de
hasta 20 aminoacidos, preferentemente de hasta 15 aminoacidos, no presentan ningun efecto téxico sobre los
queratinocitos.

Luego, los inventores evaluaron la capacidad de los fragmentos pequefios Fg1.1.1, Fg1.1.2, Fg1.1.3, Fg1.1.4 y
Fg1.1.6 para reducir la respuesta inflamatoria de las células después de la estimulacion por P. acnes. Se midi6 la
produccion de IL-8 por lineas celulares (HaCaT y MRC5) estimuladas por la cepa de P. acnes 6919. Se comparo
la cantidad de IL-8 con la producida por las células estimuladas con bacterias no tratadas. se obtuvo la linea base
de produccién midiendo IL-8 en células no estimuladas. Se realizd la medicion de la produccion de IL-8 mediante
un ensayo ELISA. Se realizaron dos conjuntos de experimentos que consisten en |) se pretrata en primer lugar la
cepa de P. acnes con los péptidos a concentraciones finales que oscilaron entre 2.5 y 20 uM (véase la figura 22)
y; II) en primer lugar se pretratan las células por los péptidos tal como se describié anteriormente y luego se
estimulan por P. acnes (véase la figura 23). En este caso, cuanto menor es el nivel de secrecion de IL-8, mayor es
la capacidad antiinflamatoria del fragmento sometido a prueba.

Los resultados muestran que la produccién de IL-8 es adecuada en todas las lineas celulares cuando se estimulan
por P. acnes. Sin embargo, cuando se pretrata la cepa de P. acnes con el péptido Fg1.1.1, disminuye la produccion
de IL-8 de manera dependiente de la dosis. Aunque se observa cierta inhibicién de la produccién de IL-8 con otros
fragmentos pequefios, el efecto es menos pronunciado que con Fg1.1.1. La figura 22 corresponde a los resultados
obtenidos con bacterias pretratadas en células HaCaT. Se han obtenido resultados similares en células de
fibroblastos MRC5, asi como cuando se pretrataron en primer lugar las lineas celulares (figura 23).

Evaluacién in vivo de la actividad antiinflamatoria del péptido pequefo Fg1.1.1

Segun resultados previos que muestran eficacia in vitro del péptido Fg1.1.1 sobre la respuesta antiinflamatoria, los
inventores sometieron a prueba su capacidad para inhibir la reaccién inflamatoria inducida por P. acnes en un
modelo de inflamacién in vivo.

Este modelo se basa en la capacidad de las orejas del raton para reaccionar mientras se inyecta P. acnes por via
intradérmica. Se evalud la reaccién inflamatoria cada dia durante un periodo de 4 dias después de la inyeccién de
P. acnes midiendo el grosor de las orejas, el enrojecimiento asi como la presencia de descamacioén y/o pequefias
pustulas. Al final del experimento, se realizé la medicidn final de la inflamacion y se tomaron fotografias de las
orejas. Luego, se sacrificaron los ratones y se extirparon las orejas asi como los ganglios 6ticos. Se fijaron las
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orejas inmediatamente en un tampon que contenia formalina para un analisis histoldgico futuro. Se pusieron los
ganglios 6ticos en medios de cultivo celular apropiados sobre hielo y se procesaron inmediatamente para extraer
linfocitos. Se hizo un recuento de todas las suspensiones de linfocitos y se ajustaron para obtener 2.105 células
por pocillo en una placa de 96 pocillos recubierta de antemano con anticuerpos anti-CD3 (2 pg/ml) y anti-CD28
(2.5 pg/ml). Después de 72 h de crecimiento, se midié la tasa de proliferacion basandose en un indicador redox
relacionado con el metabolismo celular (UptiBlue).

El disefio experimental consistié en 5 grupos que contenian 8 ratones cada uno. 1) PBS corresponde al grupo no
tratado al que se le inyectd PBS. 2) PA + vehiculo topico corresponde a P. acnes inyectada en orejas tratadas con
vaselina sola. 3) PA + péptido topico corresponde a P. acnes inyectada en orejas tratadas con el péptido Fg1.1.1
al 5% mezclado con vaselina. 4) se pretrato la cepa de P. acnes (DOes20nm = 1,5) durante 1 h a 37°C con el péptido
Fg1.1.1 (140 pM) (grupo PA + péptido inyectado) o 5) con el vehiculo sélo (1% de DMSO final en PBS) (grupo de
PA + vehiculo inyectado) y luego se inyecté por via intradérmica en orejas de ratones (aproximadamente
2.07 UFC/20 pl) para inducir la inflamacion.

La preparacion del gel de péptido Fg1.1.1 al 5% consistié en mezclar extemporaneamente de manera suave 15 mg
de péptido con 300 mg de vaselina durante 1 min a temperatura ambiente (21°C) y luego se aplicé directamente a
las orejas de ratén.

Los resultados muestran que el péptido Fg1.1.1 es capaz de disminuir la inflamacioén de la oreja en la aplicacion
tépica (figura 24, figura 26 #6), asi como en bacterias pretratadas (figura 25, figura 26 #5) en comparacion con las
orejas no tratadas. El andlisis histologico reveld un menor nimero de células inmunitarias infiliradas cuando se
aplico el Fg1.1.1 (figura 27 #5 y 6), asi como un nivel reducido de activacion de linfocitos (figura 28).

Se compararon las capacidades del fragmento grande Fg1 (106 aminoacidos) y el fragmento pequefio Fg1.1.1 (15
aminoacidos) para inhibir la secrecidon de IL-8 y se representaron en la figura 29, que muestra el porcentaje
normalizado de inhibicion de la produccion de IL-8 a partir de lineas celulares de queratinocitos inmortalizados.
(HaCaT), fibroblastos (MRC5), monocitos (ThP1) y se hicieron crecer lineas celulares de queratinocitos primarios
(NHDK), fibroblastos (HDF) a 37°C bajo en 5% de CO2 en DMEM con SVF al 10%, RPMI con SVF al 10%, KGM-
Gold, medio FGM, respectivamente; y se sembraron a de 5.10*a 10° células/pocillo en presencia de
concentraciones variables de los péptidos Fg1 o Fg1.1.1.

En este caso, cuanto mayor es la inhibicién, mayor es la capacidad antiinflamatoria del fragmento sometido a
prueba. La figura 29 muestra asimismo que el porcentaje de inhibicién de la produccion de IL-8 es mayor cuando
se tratan las células con el fragmento pequefio Fg1.1.1 que presenta 15 aminoacidos que con el fragmento grande
Fg1 que presenta 211 aminoacidos.

Propiedades antiinflamatorias de Fg1.1.1 en un modelo de psoriasis

La psoriasis es una enfermedad inflamatoria crénica mediada por la infiltracién de linfocitos Th17 que inician
respuestas fisiopatolégicas de los queratinocitos epidérmicos. En este contexto, los queratinocitos son dianas de
numerosas citocinas que contribuyen a la regulacion de sus propiedades biolégicas al contribuir a la respuesta
inflamatoria. Esta respuesta de los queratinocitos se caracteriza por una variacién en sus capacidades de
diferenciaciéon y migracion asi como por la secrecion de citocinas, quimiocinas y péptidos antimicrobianos, entre
ellos IL-8, hBD-2, S100A7, IL-12RA2 son buenos marcadores.

Se sembraron células HaCaT de queratinocitos inmortalizados en placas de 96 pocillos a 10% células/pocillo
(Corning Costar, Brumath, Francia) y se estimularon con la cepa de P. acnes 6919 (D.O.s20nm = 0.3) pretratada 1 h
a 37°C con los péptidos Fg1y Fg1.1.1 a las concentraciones de 2.5, 5y 10 yM durante 18 h a 37°C bajo el 5% de
CO:z2. Luego, se retird el sobrenadante del cultivo y se midié la concentraciéon de IL-8 mediante un ensayo ELISA
(eBioscience).

Para evaluar la actividad antiinflamatoria de Fg1.1.1 en la psoriasis, se utilizé un modelo in vitro de queratinocitos
epidérmicos humanos normales (NHEK) estimulados por una mezcla proinflamatoria que reproduce un fenotipo de
tipo “psoriasis” (combinacién de IL-17 + OSM + TNF-a). Por tanto, se evalué la capacidad de Fg1.1.1 para inhibir
la liberacion de IL-8 y de la proteina B-defensina-2 (hBD-2) por queratinocitos estimulados en estas condiciones.

Actividad de Fg1.1.1 sobre la produccién de IL-8 (figura 30):

La figura 30 muestra que en condiciones basales, los queratinocitos epidérmicos humanos normales (NHEK)
liberaron una pequefa cantidad de IL-8 (célula sola). Esta liberacion aument6 en gran medida con el tratamiento
con la combinacion de 3 citocinas (células estimuladas). El inhibidor | de Jak de referencia (control positivo) inhibio
fuertemente el efecto estimulante de esta asociacion (inhibicion del 67%).

En las condiciones experimentales de este estudio, Fg1.1.1, sometido a prueba a 6.1 y 12.2 uM, inhibid
significativamente la liberacion de IL-8 por NHEK con un efecto dependiente de la concentracion (inhibicién del
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25% y el 49%). A menores concentraciones (1,25 y 3.05 pM), se observé un efecto menor.

Actividad de Fg1.1.1 sobre la produccién de hBD-2 (figura 31):

La figura 31 muestra que en condiciones basales, los queratinocitos epidérmicos humanos normales liberaron una
cantidad muy pequefa de proteina pB-defensina-2 (hBD-2) (célula sola). Esta liberacion aumenté en gran medida
con el tratamiento con la combinacion de IL-17, TNF-a y OSM (células estimuladas). El inhibidor | de Jak de
referencia (control positivo) inhibi6 fuertemente el efecto estimulante de esta asociacion (inhibicién del 80%).

En las condiciones experimentales de este estudio, Fg1.1.1 sometido a prueba a 12.2 pM inhibio significativamente
la liberacion de hBD-2 por NHEK. Ademas, Fg1.1.1 no presento ningun efecto sobre la viabilidad celular en ninguna
de las concentraciones sometidas a prueba.

Al utilizar un modelo in vitro de psoriasis, se ha demostrado que el péptido Fg1.1.1 fue capaz de inhibir la
produccion de moléculas de IL-8 y hBD-2 de manera dependiente de la dosis sin ninguna citotoxicidad. Ademas,
la inhibicion de la produccién de quimiocinas IL-8 fue mas fuerte que la produccion de péptido antimicrobiano hBD-
2 en el intervalo de concentraciones sometidas a prueba, lo que sugiere que una dosis mayor suprimiria la
produccion de ambas moléculas antiinflamatorias. Por tanto, el péptido Fg1.1.1 es un buen candidato para reducir
la inflamacién similar a la psoriasis.
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<160> 47
<170> Patentln version 3.5

<210>1

<211> 491

<212> PRT

<213> homo sapiens

<220>
<221> misc_feature
<223> sub-unit Bbeta of fibrinbgeno

<400> 1
Met Lys Arg Met Val Ser Trp Ser Phe His Lys Leu Lys Thr Met Lys
1 5 10 15

His Leu Leu Leu Leu Leu Leu Cys Val Phe Leu Val Lys Ser Gln Gly
20 25 30

Val Asn Asp Asn Glu Glu Gly Phe Phe Ser Ala Arg Gly His Arg Pro
35 40 45

Leu Asp Lys Lys Arg Glu Glu Ala Pro Ser Leu Arg Pro Ala Pro Pro
50 55 60

Pro Ile Ser Gly Gly Gly Tyr Arg Ala Arg Pro Ala Lys Ala Ala Ala
65 70 75 80

Thr Gln Lys Lys Val Glu Arg Lys Ala Pro Asp Ala Gly Gly Cys Leu
85 90 95

His Ala Asp Pro Asp Leu Gly Val Leu Cys Pro Thr Gly Cys Gln Leu
100 105 110

30



Gln

Glu

Phe

145

Gln

Glu

Thr

Ile

Thr

225

Cys

Ile

Asn

Ser

Asn

305

Glu

Pro

Lys

Glu

Leu

130

Gln

val

Lys

Asn

Gln

210

Pro

Glu

Gln

Thr

Vval

290

val

Tyr

Thr

Ala

Ala

115

Asn

Tyr

Lys

His

Leu

195

Lys

Cys

Glu

Pro

Glu

275

Asp

Ala

Trp

Glu

His
355

Leu

Asn

Met

Asp

Gln

180

Arg

Leu

Thr

Ile

Asp

260

Asn

Phe

Thr

Leu

Leu

340

Tyr

Leu

Asn

Tyr

Asn

165

Leu

Val

Glu

Val

Ile

245

Ser

Gly

Gly

Asn

Gly

325

Leu

Gly

Gln

Val

Leu

150

Glu

Tyr

Leu

Ser

Ser

230

Arg

Ser

Gly

Arg

Thr

310

Asn

Ile

Gly

Gln

Glu

135

Leu

Asn

Ile

Arg

Asp

215

Cys

Lys

Val

Trp

Lys

295

Asp

Asp

Glu

Phe

Glu

120

Ala

Lys

val

Asp

Ser

200

val

Asn

Gly

Lys

Thr

280

Trp

Gly

Lys

Met

Thr
360

Arg

Val

Asp

val

Glu

185

Ile

Ser

ITle

Gly

Pro

265

Val

Asp

Lys

Ile

Glu

345

val

ES 2 880 795 T3

Pro

Ser

Leu

Asn

170

Thr

Leu

Ala

Pro

Glu

250

Tyr

Ile

Pro

Asn

Ser

330

Asp

Gln

Ile

Gln

Trp

155

Glu

Val

Glu

Gln

Val

235

Thr

Arg

Gln

Tyr

Tyr

315

Gln

Trp

Asn

Arg

Thr

140

Gln

Tyr

Asn

Asn

Met

220

Val

Ser

Val

Asn

Lys

300

Cys

Leu

Lys

Glu

31

Asn

125

Ser

Lys

Ser

Ser

Leu

205

Glu

Ser

Glu

Tyr

Arg

285

Gln

Gly

Thr

Gly

Ala
365

Ser

Ser

Arg

Ser

Asn

1390

Arg

Tyr

Gly

Met

Cys

270

Gln

Gly

Leu

Arg

Asp

350

Asn

val

Ser

Gln

Glu

175

Ile

Ser

Cys

Lys

Tyr

255

Asp

Asp

Phe

Pro

Met

335

Lys

Lys

Asp

Ser

Lys

160

Leu

Pro

Lys

Arg

Glu

240

Leu

Met

Gly

Gly

Gly

320

Gly

val

Tyr



10

15

20

Gln Ile Ser Val Asn
370

Asp Gly Ala Ser Gln
385

Asn Gly Met Phe Phe
405

Thr Ser Asp Pro Arg
420

Trp Tyr Asn Arg Cys
435

Gly Gly Gln Tyr Thr
450

Val Vval Trp Met Asn
465

Ser Met Lys Ile Arg
485

<210> 2

<211> 35

<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> fragmento Fgl.1

<400> 2

Lys

Leu

390

Ser

Lys

His

Trp

Trp

470

Pro

Tyr

375

Met

Thr

Gln

Ala

Asp

455

Lys

Phe

Arg

Gly

Tyr

Cys

Ala

440

Met

Gly

Phe

ES 2 880 795 T3

Gly

Glu

Asp

Ser

425

Asn

Ala

Ser

Pro

Thr

Asn

Arg

410

Lys

Pro

Lys

Trp

Gln
490

Ala

Arg

395

Asp

Glu

Asn

His

Tyr

475

Gln

Gly

380

Thr

Asn

Asp

Gly

Gly

460

Ser

Asn

Met

Asp

Gly

Arg

445

Thr

Met

Ala

Thr

Gly

Gly

430

Tyr

Asp

Arg

Leu

Ile

Trp

415

Gly

Tyr

Asp

Lys

Met

His

400

Leu

Trp

Trp

Gly

Met
480

Met Lys Arg Met Val Ser Trp Ser Phe His Lys Leu Lys Thr Met Lys

1 5

10

15

His Leu Leu Leu Leu Leu Leu Cys Val Phe Leu Val Lys Ser Gln Gly

20

Val Asn Asp
35

<210> 3
<211> 35
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> fragmento Fgl.2

<400> 3

25

30

Asn Glu Glu Gly Phe Phe Ser Ala Arg Gly His Arg Pro Leu Asp Lys

1 5

10

15

Lys Arg Glu Glu Ala Pro Ser Leu Arg Pro Ala Pro Pro Pro Ile Ser

20

Gly Gly Gly
35

25

32

30
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20

25
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35

40

45
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<210>4
<211> 36
<212> PRT
<213> atrtificial

<220>
<223> fragmento Fgl1.3

<400> 4
Tyr Arg Ala Arg Pro Ala Lys Ala Ala Ala Thr Gln Lys Lys Val Glu
1 5 10 15

Arg Lys Ala Pro Asp Ala Gly Gly Cys Leu His Ala Asp Pro Asp Leu
20 25 30

Gly Val Leu Cys
35

<210>5
<211> 30
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> fragmento Fgl.4

<400> 5
Leu Leu Leu Cys Val Phe Leu Val Lys Ser Gln Gly Val Asn Asp Asn
1 5 10 15

Glu Glu Gly Phe Phe Ser Ala Arg Gly His Arg Pro Leu Asp
20 25 30

<210>6
<211> 30
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> fragmento Fgl.5

<400> 6
Ala Pro Ser Leu Arg Pro Ala Pro Pro Pro Ile Ser Gly Gly Gly Tyr
1 5 10

Arg Ala Arg Pro Ala Lys Ala Ala Ala Thr Gln Lys Lys Val
20 25 30

<210>7
<211> 15
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> fragmento Fgl.1.1

<400> 7
Leu Leu Leu Cys Val Phe Leu Val Lys Ser Gln Gly Val Asn Asp
1 5 10 15

<210>8
<211>5

33
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<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> fragmento Fgl.1.2

<400> 8
Leu Leu Leu Cys Val
1 5

<210>9
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> fragmento Fg1.1.3

<400> 9
Phe Leu Val Lys Ser
1 5

<210> 10
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> fragmento Fgl.1.4

<400> 10
Gln Gly Val Asn Asp

1 5

<210>11
<211>8
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> fragmento Fgl.1.5

<400> 11
Leu Leu Leu Cys Val

1 5

<210>12
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> fragmento Fgl.1.6

<400> 12

Phe Leu Val

Lys Ser Gln Gly Val Asn Asp

1 5

<210> 13
<211> 211
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> fragmento Fgl

ES 2 880 795 T3
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<400> 13

Met

His

Val

Leu

Pro

65

Gln

Ala

Ser

Cys

Phe

145

Ala

Arg

Lys

Val

Lys

Leu

Asn

Asp

Ile

Lys

Asp

Phe

vVal

130

Phe

Pro

Ala

Ala

Leu
210

<210> 14

<211> 147

ES 2 880 795 T3

Arg Met Val Ser Trp Ser Phe His Lys

Leu Leu Leu Leu Leu Cys Val Phe Leu

20 25

Asp Asn Glu Glu Gly Phe Phe Ser Ala

Lys Lys Arg Glu Glu Ala Pro Ser Leu

Ser Gly Gly Gly Arg Ala Arg Pro Ala

70 75

Lys Val Glu Arg Lys Ala Pro Asp Ala

85 90

Pro Asp Leu Gly Val Leu Cys Met Lys

100 105

His Lys Leu Lys Thr Met Lys His Leu

115 120

Phe Leu Val Lys Ser Gln Gly Val Asn

135

Ser Ala Arg Gly His Arg Pro Leu Asp

150 155

Ser Leu Arg Pro Ala Pro Pro Pro Ile

165 170

Arg Pro Ala Lys Ala Ala Ala Thr Gln

180 185

Pro Asp Ala Gly Gly Cys Leu His Ala

195 200

Cys

<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> fragmento Fg2

35

Leu

Val

Arg

Arg

Lys

Gly

Arg

Leu

Asp

Lys

Ser

Lys

Asp

Lys

Lys

Gly

45

Pro

Ala

Gly

Met

Leu

125

Asn

Lys

Gly

Lys

Pro
205

Thr

Ser

30

His

Ala

Ala

Cys

Val

110

Leu

Glu

Arg

Gly

Val

190

Asp

Met

15

Gln

Arg

Pro

Ala

Leu
95

Ser

Leu

Glu

Glu

Gly

175

Glu

Leu

Lys

Gly

Pro

Pro

Thr

80

His

Trp

Leu

Gly

Glu

160

Tyr

Arg

Gly
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<400> 14
Asp Ala Gly Gly Cys
1 5

Pro Thr Gly Cys Gln
20

Ile Arg Asn Ser Val

Gln Thr Ser Ser Ser
50

Trp Gln Lys Arg Gln
65

Glu Tyr Ser Ser Glu
85

Val Asn Ser Asn Ile
100

Glu Asn Leu Arg Ser
115

Gln Met Glu Tyr Cys
130

Val val Ser
145

<210> 15
<211> 154
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> fragmento Fg3

Leu

Leu

Asp

Ser

Lys
70

Leu

Pro

Lys

Arg

His

Gln

Glu

Phe

55

Gln

Glu

Thr

Ile

Thr
135

Ala

Glu

Leu

40

Gln

vVal

Lys

Asn

Gln

120

Pro

ES 2 880 795 T3

Asp

Ala

25

Asn

Tyr

Lys

His

Leu
105

Lys

Cys

Pro

10

Leu

Asn

Met

Asp

Gln

Arg

Leu

Thr

Asp Leu

Leu Gln

Asn Val

Tyr Leu

60

Asn Glu
75

Leu Tyr

Val Leu

Glu Ser

Val Ser
140

36

Gly

Gln

Glu

45

Leu

Asn

Ile

Arg

Asp

125

Cys

Val

Glu

30

Ala

Lys

val

Asp

Ser

110

Vval

Asn

Leu

15

Arg

Val

Asp

vVal

Glu

95

Ile

Ser

Ile

Cys

Pro

Ser

Leu

Asn
80

Thr

Leu

Ala

Pro
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<400> 15

Lys Leu Glu Ser Asp Val Ser Ala Gln Met Glu Tyr

Cys Thr Val Ser Cys Asn Ile Pro Val Val Ser Gly

20 25

Glu Ile Ile Arg Lys Gly Gly Glu Thr Ser Glu Met

35 40

Pro Asp Ser Ser Val Lys Pro Tyr Arg Val Tyr Cys

60

Glu Asn Gly Gly Trp Thr Val Ile Gln Asn Arg Gln

65 70 75

Asp Phe Gly Arg Lys Trp Asp Pro Tyr Lys Gln Gly

85 90

Ala Thr Asn Thr Asp Gly Lys Asn Tyr Cys Gly Leu

100 105

Trp Leu Gly Asn Asp Lys Ile Ser Gln Leu Thr Arg

115 120

Glu Leu Leu Ile Glu Met Glu Asp Trp Lys Gly Asp

130 135

His Tyr Gly Gly Phe Thr Val Gln Asn Glu
145 150

<210> 16
<211> 154
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> fragmento Fg4

140

37

Cys

Lys

Tyr

45

Asp

Asp

Phe

Pro

Met

125

Lys

Arg

Glu

30

Leu

Met

Gly

Gly

Gly

110

Gly

Vval

Thr

15

Cys

Ile

Asn

Ser

Asn

95

Glu

Pro

Lys

Pro

Glu

Gln

Thr

val

80

val

Tyr

Thr

Ala
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15

20

25

30

<400> 16

Pro

Lys

Gln

Asp

Asn

65

Thr

Trp

Gly

val

Ser
145

Thr

Ala

Ile

Gly

50

Gly

Ser

Tyr

Gly

Val

130

Met

<210> 17
<211>33
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador

<400> 17
gcaggaattc tgatgaaaag gatggtttct tgg 33

<210> 18
<211> 33
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador

<400> 18

ggccgctcga gtacacaaca cccccaggte tgg 33

<210> 19
<211>33
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador

Glu

His

Ser

35

Ala

Met

Asp

Asn

Gln

115

Trp

Lys

Leu

Tyr

20

val

Ser

Phe

Pro

Arg

100

Tyr

Met

Ile

Leu

Gly

Asn

Gln

Phe

Arg

85

Cys

Thr

Asn

Arg

Ile

Gly

Lys

Leu

Ser

70

Lys

His

Trp

Trp

Pro
150

Glu

Phe

Tyr

Met

55

Thr

Gln

Ala

Asp

Lys

135

Phe

Met

Thr

Arg

40

Gly

Tyr

Cys

Ala

Met

120

Gly

Phe

ES 2 880 795 T3

Glu

Val

25

Gly

Glu

Asp

Ser

Asn

105

Ala

Ser

Pro

Asp

10

Gln

Thr

Asn

Arg

Lys

90

Pro

Lys

Trp

Gln

Trp

Asn

Ala

Arg

Asp

75

Glu

Asn

His

Tyr

Lys

Glu

Gly

Thr

60

Asn

Asp

Gly

Gly

Ser
140

38

Gly

Ala

Asn

45

Met

Asp

Gly

Arg

Thr

125

Met

Asp

Asn

30

Ala

Thr

Gly

Gly

Tyr

110

Asp

Arg

Lys

15

Lys

Leu

Ile

Trp

Gly

95

Tyr

Asp

Lys

val

Tyr

Met

His

Leu

80

Trp

Trp

Gly

Met
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<400> 19
gcaggaattc tggatgctgg aggctgtctt cac 33

<210> 20
<211> 33
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 20
ggccgctcga ctagacacca caggaatatt gca 33

<210> 21
<211>33
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 21
gcaggaattc tgaagttaga atctgatgtc tca 33

<210> 22
<211>33
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 22
ggccgctcga gtttcattct gtacagtgaa tcc 33

<210> 23
<211>33
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 23
gcaggaattc tgcccacaga acttttgata gaa 33

<210> 24
<211> 33
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 24
ggccgctcga gtctgtggga agaagggcect gat 33

<210> 25
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> fragmento de proteina de P.acnes Pfg

39
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<400> 25
Ala Gly Ile Asp Lys
1 5

<210> 26
<211>9
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> fragmento de proteina de P.acnes Pfg

<400> 26
Ala Ala Ile Ala Gly Ala Leu Val Lys
1 5

<210> 27
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> fragmento de proteina de P.acnes Pfg

<400> 27
Thr Ala Glu Gln Leu Glu Lys
1 5

<210> 28
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> fragmento de proteina de P.acnes Pfg

<400> 28
Ile Val Thr His Leu Val Arg
1 5

<210> 29
<211>10
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> fragmento de proteina de P.acnes Pfg

<400> 29
Ala Ala Ala Ala Val Asp Leu Gly Ile Lys
1 5 10

<210> 30
<211>9
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> fragmento de proteina de P.acnes Pfg

<400> 30

Ser Leu Ala Val Gln Ile Ala Pro Arg
1 5

40
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<210> 31
<211>9
<212> PRT
<213> atrtificial

<220>
<223> fragmento de proteina de P.acnes Pfg

<400> 31
Ala Ala Ile Glu His Ile Ile Gly Arg
1 5

<210> 32
<211>10
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> fragmento de proteina de P.acnes Pfg

<400> 32
Glu Pro Leu Leu Ala Leu Asn Thr Ala Lys
1 5 10

<210> 33
<211>10
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> fragmento de proteina de P.acnes Pfg

<400> 33
Gln Ile Val Asp Val Ile Thr Ala Asp Lys
1 5 10

<210> 34
<211>10
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> fragmento de proteina de P.acnes Pfg

<400> 34
Gln Ile Val Asp Val Ile Thr Ala Asp Lys
1 5 10

<210> 35
<211>10
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> fragmento de proteina de P.acnes Pfg

<400> 35
Lys Ala Ala Ile Glu His Ile Ile Gly Arg

1 5 10

<210> 36
<211>10
<212> PRT
<213> artificial

41
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<220>
<223> fragmento de proteina de P.acnes Pfg

<400> 36
Glu Leu Pro Ala Leu Asp Asp Leu Val Lys
1 5 10

<210> 37
<211>10
<212> PRT
<213> atrtificial

<220>
<223> fragmento de proteina de P.acnes Pfg

<400> 37
Glu Gly Val Leu Leu Ile Asn His His Lys

1 5 10

<210> 38
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> fragmento de proteina de P.acnes Pfg

<400> 38
Ala Glu Ile Ala Ala Gln Ala Ala Leu Leu Val Gly Arg
1 5 10

<210> 39
<211> 14
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> fragmento de proteina de P.acnes Pfg

<400> 39
Ala Gly Phe Ser Ser Ala Asp Ala Val Ala Leu Ala Pro Arg
1 5 10

<210> 40
<211> 14
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> fragmento de proteina de P.acnes Pfg

<400> 40
Asp Ala Val Val Ala Asn Leu Val Ala Ala Gly Val Asp Lys
1 5 10

<210>41
<211> 15
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> fragmento de proteina de P.acnes Pfg

<400> 41

Asp Ala Val Val Ala Asn Leu Val Ala Ala Gly Val Asp Lys Lys

1 5 10

42
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<210> 42
<211> 17
<212> PRT
<213> atrtificial

<220>
<223> fragmento de proteina de P.acnes Pfg

<400> 42
Ala Gly Phe Ser Ser Ala Asp Ala Val Ala Leu Ala Pro Arg Ile Ala
1 5 10 15

Lys

<210> 43
<211>18
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> fragmento de proteina de P.acnes Pfg

<400> 43
Ala Thr Leu Ala Ala Thr Ile Ile Pro Asn Ala Leu His Ser Ala Ala
1 5 10 15

Phe Lys

<210> 44
<211>20
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> fragmento de proteina de P.acnes Pfg

<400> 44
Ala Thr Ala Val Ala Ile Ala Ala Thr Ala Leu Asn Pro Ala Leu Gly
1 5 10 15

Pro Ile Ala Lys
20

<210> 45
<211>19
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> fragmento de proteina de P.acnes Pfg

<400> 45
Ser Phe Asp Ala Ala Val Ala Thr Ala Ile Val Ser Ser Pro Ile Leu
1 5 10 15

Asn Ala Arg

<210> 46
<211>33
<212> PRT
<213> artificial

43
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15
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<220>

<223> fragmento de proteina de P.acnes Pfg

<400> 46

Ser Gly Gly His Ser Gln Gly Gly Ser Gly Thr His Tyr Ile His His
1 5 10 15

Gly Val Ala Pro Val Leu Thr His Ser Ser Asp Leu Pro Ser Thr Gly
20 25 30

Phe

<210> 47

<211> 106

<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> fragmento Fgl

<400> 47
Met Lys Arg Met Val Ser Trp Ser Phe His Lys Leu Lys Thr Met Lys
1 5 10 15

His Leu Leu Leu Leu Leu Leu Cys Val Phe Leu Val Lys Ser Gln Gly
20 25 30

Val Asn Asp Asn Glu Glu Gly Phe Phe Ser Ala Arg Gly His Arg Pro

35 40 45

Leu Asp Lys Lys Arg Glu Glu Ala Pro Ser Leu Arg Pro Ala Pro Pro

Pro Ile Ser Gly Gly Gly Tyr Arg Ala Arg Pro Ala Lys Ala Ala Ala
65 70 75 80

Thr Gln Lys Lys Val Glu Arg Lys Ala Pro Asp Ala Gly Gly Cys Leu
85 90 95

His Ala Asp Pro Asp Leu Gly Val Leu Cys
100 105
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REIVINDICACIONES

1. Polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminoacidos con una identidad de por lo menos 80% con
SEC ID N° 1 después de una alineacion global 6ptima o su fragmento que comprende una secuencia de
aminoacidos con una identidad de por lo menos 80% con cualquiera de SEC ID N°: 2,5y 7 a 13 y 47 después de
una alineacion global optima, para la utilizacion como un medicamento para el tratamiento y/o la prevencion de
enfermedades inflamatorias de la piel.

2. Polipéptido aislado para la utilizaciéon segun la reivindicacion 1, que comprende SEC ID N°: 1 o su fragmento
que comprende cualquiera de SECID N°: 2, 5y 7 a 13y 47.

3. Polipéptido aislado para la utilizacion segun la reivindicacion 1, en el que dicho polipéptido se selecciona de
entre SEC ID N°: 2,5y 7 a 13y 47 o un polipéptido con una identidad de por lo menos 80% con una de SEC ID
N°: 2,5y 7 a 13y 47 después de una alineacion global éptima.

4. Polipéptido aislado o su fragmento para la utilizacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que
la enfermedad inflamatoria de la piel es el acné.

5. Polipéptido aislado o su fragmento para la utilizacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que es
apto para inhibir la interaccion con fibrinégeno de por lo menos una proteina microbiana implicada en la adhesion
bacteriana a la célula hospedadora, en el que la bacteria es preferentemente P. acnes y el fibrindgeno es
preferentemente fibrinégeno humano.

6. Polipéptido aislado o su fragmento para la utilizaciéon segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que
la enfermedad inflamatoria de la piel es la psoriasis.

7. Fragmento de 5 a 20 aminoacidos, preferentemente 5 a 15 aminoacidos, de SEC ID N°: 1, comprendiendo
dicho fragmento una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre una de SEC ID N°: 7 a 12, o un fragmento
seleccionado de entre SEC ID N°: 2, 5, 13 y 47.

8. Molécula de acido nucleico aislada que codifica el fragmento segun la reivindicacion 7.

9. Vector que comprende la molécula de acido nucleico segun la reivindicacion 8.

10. Célula hospedadora que comprende la molécula de acido nucleico segun la reivindicacién 8 o el vector seguin
la reivindicacion 9.

11. Composicion farmacéutica que comprende por Io menos un compuesto seleccionado de entre el fragmento
segun la reivindicacion 7, la molécula de acido nucleico aislada segun la reivindicacion 8, el vector segun la
reivindicacion 9 y la célula hospedadora segun la reivindicaciéon 10; y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

12.Molécula de acido nucleico aislada segun la reivindicacion 8, vector segun la reivindicacién 9, célula
hospedadora segun la reivindicacién 10 o composicidon farmacéutica segun la reivindicacién 11, para la utilizacion
como un medicamento.

13.Molécula de acido nucleico aislada segun la reivindicacion 8, vector segun la reivindicacion 9, célula
hospedadora segun la reivindicacién 10 o composicion farmacéutica segun la reivindicacion 11, para la utilizacion
en el tratamiento y/o la prevencion de enfermedades inflamatorias de la piel.

14. Molécula de acido nucleico aislada segun la reivindicacién 8 o vector segun la reivindicaciéon 9, para la
utilizacién en el tratamiento y/o la prevencién de psoriasis o acné.

15. Producto de combinacién que comprende:
- por lo menos un compuesto seleccionado de entre el fragmento segun la reivindicacién 7, la molécula de
acido nucleico aislada segun la reivindicacion 8, el vector segun la reivindicacion 9 y la célula hospedadora

segun la reivindicacién 10; y

- ofro agente farmacéutico, preferentemente utilizado para el tratamiento y/o la prevencién de enfermedades
inflamatorias de la piel seleccionadas de entre psoriasis y/o acné, preferentemente acné;

para la utilizaciéon simultanea, separada o secuencial como un medicamento.
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Actividad de union a 405 nm

Actividad de union a 405 nm
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Actividad de union a 405 nm
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Puntuacién de inflamacion en la oreja

Puntuacion de inflamacién en la oreja
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