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Procedimiento para el diagndstico y tratamiento de enfer-
medades que cursan con alteracién de la quinasa p38,
elementos necesarios para llevarlo a cabo y sus aplica-
ciones.

La presente invencion se refiere a un nuevo método para
el diagndstico y tratamiento de enfermedades, desorde-
nes o patologias que cursan con alteracién en la quinasa
p38, preferentemente para enfermedades, desérdenes o
patologias de origen autoinmune, inflamatorio o tumoral,
(y mas preferentemente para la artritis reumatoide y el
lupus eritematoso sistémico), basado en la deteccion y
cuantificacion in vitro de la fosforilacion de la Y323 de p38-
y la regulacion de su actividad, respectivamente, median-
te el uso de un anticuerpo policlonal fosfoespecifico de di-
cho residuo. De esta manera se incluyen composiciones
farmacéuticas Utiles para dicho tratamiento y diagnéstico
que comprenden un anticuerpo policlonal especifico de
dicha forma fosforilada proteica.
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DESCRIPCION

Procedimiento para el diagnéstico y tratamiento de enfermedades que cursan con alteracién de la quinasa p38,
elementos necesarios para llevarlo a cabo y sus aplicaciones.

Campo de la técnica

Sector farmacéutico, biomédico e investigacién académica. Concretamente la invencion describe la generacion y
caracterizacion de anticuerpos fosfoespecificos como herramientas de diagndstico y marcador prondstico y de remisién
en ensayos clinicos de enfermedades humanas, méds concretamente enfermedades autoinmunes y tumorales.

Estado de la técnica

Las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK) regulan funciones criticas en el sistema inmune, incluyen-
do activacién, proliferacién, apoptosis y diferenciacion de células T '-°. En la tltima década, las MAPK han despertado
un enorme interés en la industria farmacéutica como posibles dianas farmacolégicas en numerosas enfermedades. Se
han identificado cuatro grupos de MAPKSs conocidas como p38 MAPK, ERK, JNK y ERK5°7!°. La quinasa p38 se
activa por distintos tipos de estrés incluidos estrés osmético, radiacion ultravioleta o citoquinas proinflamatorias como
IL-1, IL-6 y TNFa!'!"13. La sefializacién de p38 estd implicada en importantes procesos fisioldgicos como la produc-
cién de citoquinas, respuesta inflamatoria, funciones inmune y renal, respuesta a estrés oxidativo, autoinmunidad, y
supresion tumoral '“'°. A nivel celular, la activacion de p38 controla numerosos procesos, incluyendo la regulacién de
factores de transcripcidn, sintesis de proteinas, expresioén de receptores de membrana, regulacién de proteinas de ciclo
celular, induccidn de senescencia y activacion de apoptosis.

En las células de mamifero la actividad de p38 estd regulada por una compleja cascada de fosforilacién conocida
como el mecanismo cldsico de activacién de MAPKs!?. Diferentes citoquinas proinflamatorias estimulan GTPasas
que a su vez activan las quinasas MKK3, MKK4 y MKK6 que fosforilan p38 en los residuos de Thr180-Tyr182,
aumentando su actividad'®!'” Aunque se asumia que en las células T la activacion de p38 estd regulada exclusivamente
por el mecanismo clésico de activacidn, recientemente se ha descubierto un sitio regulador critico en la activacién de
p38, la tirosina en la posicidn 323. Se ha identificado una via novel que acopla la estimulacién del receptor de célula T
(TCR) a la activacién de p38 por un mecanismo independiente de MAPK. Esta ruta alternativa de activacién de p38,
estd mediada por la tirosina quinasa Zap70'. La estimulacién del TCR activa la proteina quinasa Lck, que fosforila a
Zap70. Esta tirosina quinasa fosforila p38 en un residuo de tirosina situado en la posicién 323. La fosforilacién en la
Tyr323 induce un proceso de autofosforilacion y activacion de p38 (Salvador et al Nat. Immunol, 2005, Solicitud de
patente N° WO 2005/077983).

Aunque la actividad de p38 se ha implicado en procesos inflamatorios, autoinmunes y cdncer, no se conoce en
profundidad la funcién de esta ruta alternativa de activacién de p38 en estos procesos, ni la implicacién directa y
especifica con enfermedades concretas o si es una caracteristica general de todas estas enfermedades descritas, que
permitan desarrollar nuevas aplicaciones diagndsticas o terapéuticas especificas de las mismas. Por otro lado, para
analizar la relevancia fisioldgica de la ruta alternativa de activacién de p38 en estos procesos patologicos es necesario
generar herramientas metodolégicas que permitan monitorizar y cuantificar con exactitud el grado de fosforilacién
del residuo de Tyr323 de p38 y al mismo tiempo mediante muestras bioldgicas adecuadas a estas células sanguineas.
Para ello, los inventores se propusieron desarrollar un anticuerpo fosfoespecifico frente a la Tyr323 de p38 que pudiera
usarse en citometria de flujo. La citometria de flujo aporta numerosas ventajas con respecto al western-blot y tiene una
aplicacién directa en estudios poblacionales.

Descripcion de la invencion

Descripcion breve

Un aspecto de la presente invencién lo constituye un procedimiento de diagnéstico y prondstico de una enfermedad
autoinmune, en adelante procedimiento de diagndstico de la invencidn, basado en la determinacion in vitro del nivel
de fosforilacién de la quinasa p38 en el residuo tirosina Y323 en células del sistema inmune, en una muestra bioldgica

y que comprende las siguientes etapas:

a) identificacién o determinacién del nivel de fosforilacion de la quinasa p38 en el residuo tirosina Y323, en
una muestra bioldgica, preferentemente sangre y con células del sistema inmune,

b) comparacién de dicha determinacién observada en a) con una muestra bioldgica control, y
c) diagnéstico y/o prondstico de una enfermedad autoinmune cuando los niveles fosforilacién superan a los

obtenidos en la muestra control.

Un aspecto particular de la invencién lo constituye el procedimiento de diagndstico de la invencién donde la
determinacion de a) se realiza con un anticuerpo especifico de la tirosina fosforilada (pY323) de la quinasa p38, mas
preferentemente, un anticuerpo policlonal, y més preferentemente, con un anticuerpo policlonal especifico del péptido
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sintético de SEQ ID NO1, como el anticuerpo anti pY323 (anti-pTyr323) desarrollado en la presente invencién (ver
Ejemplos).

Un aspecto mds particular de la invencién lo constituye el procedimiento de diagndstico de la invencién donde la
determinacién de a) se realiza mediante citometria de flujo donde se seleccionan linfocitos T de la muestra bioldgica,
preferentemente sangre.

Otro aspecto particular de la invencién lo constituye el procedimiento de la invencion en el que la enfermedad
autoinmune que se diagndstica pertenece al siguiente grupo: lupus eritematoso sistémico y artritis reumatoide.

Otro aspecto particular de la invencion lo constituye el procedimiento de la invencidn en el que la enfermedad
autoinmune que se diagndstica en c) se lleva a cabo por la identificacion de unos niveles similares a los obtenidos en
el grupo control y que pertenece al siguiente grupo: espondilitis anquilosante.

Otro aspecto de la invencidn lo constituye un anticuerpo util para el diagndstico y diferenciacion, prondstico y
seguimiento de enfermedades autoinmunes, en adelante anticuerpo de la invencién, que comprende un anticuerpo de
isotipo IgG especifico del aminodcido Tyr323 fosforilado de la quinasa p38a.

Otro aspecto particular lo constituye un anticuerpo de la invencién, ya sea monoclonal o policlonal, especifico
del péptido sintético de p38a (VADPpYDQSFE) (SEQ ID NO1), y mds preferentemente un anticuerpo policlonal
especifico del péptido sintético de p38a (VADPpYDQSFE) (SEQ ID NO1).

Otro aspecto de la invencion lo constituye el procedimiento de obtencién del anticuerpo de la invencién, en adelante
procedimiento de la invencién, basado en la generacién del anticuerpo de la invencidn, preferentemente un anticuerpo
policlonal, que comprende las siguientes etapas:

1) inmunizacién del animal mediante un péptido que contenga una tirosina fosforilada (Tyr323) representativa de
la Tyr323 fosforilada de la proteina p38, preferentemente con el péptido VADPpYDQSFE ((319-328)-C(pY323), SEQ
ID NO1),

ii) una etapa de purificacién de los anticuerpos de isotipo IgG,

iii) una etapa de purificacién de los anticuerpos que reconocen el péptido VADPpYDQSFE ((319-328)-C(pY323)
fosforilado, por ejemplo, la IgG se pasa a través de una columna tiopropilsefarosa 6B acoplada con el péptido p38a
(319-328)C(323pY), y opcionalmente

iv) preparacion del anticuerpo del anticuerpo de la invencion para posteriores estudios.

Otro aspecto particular de la invencidn lo constituye el procedimiento de la invencidn en el que el antigeno utilizado
para inmunizar el animal de i) es el péptido VADPpYDQSFE ((319-328)-C(pY323), SEQ ID NO1).

Finalmente, otro aspecto de la invencidn lo constituye el uso-del anticuerpo de la invencién en el diagndstico,
prondstico y/o seguimiento, en adelante uso del anticuerpo de la invencidn, in vitro de enfermedades, desérdenes o
patologias que cursan con alteracién de la quinasa p38.

Ademas, el anticuerpo de la invencién puede ser utilizado, ademads del anterior uso como herramienta de diagnésti-
co, en otros procedimientos biotecnoldgicos de identificacion de la proteina p38 fosforilada en la Y323 pertenecientes,
a titulo ilustrativo y sin que limite el alcance de la invencidn, al siguiente grupo:

1) procedimiento de identificacién de compuestos que alteran, preferentemente inhibidores, la actividad de la
proteina p38 mediada por dicha Y323 fosforilada, o en un

ii) procedimiento de elaboracién de una composicion terapéutica ttil para el tratamiento de enfermedades que
cursen con una alteracion de la expresion de esta forma fosforilada Y323 de p38.

Otro aspecto de la presente invencién lo constituye una composicién farmacéutica o un medicamento ttil para el
tratamiento de enfermedades que cursen con alteracién de la proteina p38 fosforilada en Y323, en adelante composi-
cién farmacéutica de la presente invencidn, que comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto
inhibidor de dicha proteina, junto con, opcionalmente, uno o mas adyuvantes y/o vehiculos farmacéuticamente acep-
tables.

Otro aspecto particular de la presente invencién lo constituye una composicién farmacéutica de la invencién en la
que el compuesto inhibidor es un anticuerpo especifico de la proteina p38 fosforilada en Y323, ya sea monoclonal o
policlonal, preferentemente un anticuerpo policlonal especifico del péptido de secuencia SEQ ID NOI.

Otro objeto de la presente invencién lo constituye el uso de la composicion farmacéutica de la invencién en un
método de tratamiento de un mamifero, preferentemente un ser humano, afectado por una enfermedad que cursa con
alteracion de la expresion de la proteina p38 fosforilada en Y323, en adelante uso de la composicién farmacéutica de
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la presente invencidn, consistente en la administracién de dicha composicion terapéutica que inhibe la actividad de
dicha proteina.

Otro objeto particular de la invencién lo constituye el uso de la composicion farmacéutica de la invencién en el
que la enfermedad pertenece, a titulo ilustrativo y sin que limite el alcance de la invencidn, al siguiente grupo: enfer-
medades autoinmunes -preferentemente, lupus eritematoso sistémico y artritis reumatoide-, alérgicas, inflamatorias,
alteraciones linfoproliferativas como leucemias y cdnceres.

Descripcion detallada

La invencién se enfrenta al problema de proporcionar nuevas herramientas biotecnoldgicas y procedimientos que
permitan diagnosticar y monitorizar la gravedad de enfermedades humanas, preferentemente enfermedad autoinmunes.

En primer lugar, es importante destacar que no existen anticuerpos fosfoespecificos de uso comercial frente a
la Tyr323 de p38, aunque existe descrito un anticuerpo policlonal frente a la Tyr323p38 generado en el National
Cancer Institute, Bethesda, MD, USA, cuyo uso estd exclusivamente reducido para western blot, lo cual indica que
ciertas técnicas ttiles para el laboratorio no son aproximaciones reales cuando se quieren aplicar como aproximacion
diagndstica en la practica clinica con pacientes.

Para ello, en la presente invencién se ha modificado la metodologia utilizada hasta ahora en la generacién y puri-
ficacién del anticuerpo frente a la Tyr323 de p38, mas concretamente contra el péptido VADPpYDQSFE ((319-328)-
C(pY323), SEQ ID NO1). La generacion de anticuerpos policlonales no es trivial y la metodologia empleada para su
generacion es muy importante para poder obtener resultados reproducibles. Una pequefia variacién da lugar a la gene-
racion de diferentes anticuerpos policlonales cuyas caracteristicas dardn lugar a la posibilidad o no de su utilizacién
en diferentes aplicaciones. Hasta ahora, el suero del animal inmunizado, conejo en este caso, se habia purificado en
dos pasos: en el primero, se obtenian los anticuerpos que reconocian el péptido fosforilado mediante una columna de
cromatografia de afinidad, y en el segundo, se eliminaban los anticuerpos que reconocian el péptido sin fosforilar'®.
En cambio en la presente invencion, primero se purificaron los anticuerpos de isotipo IgG y, segundo, aquellos que
reconocian el péptido fosforilado. Esto permiti6 la obtencién de anticuerpos policlonales diferentes, principalmente
seleccionados en el isotipo IgG, que aunque sean capaces de unirse al residuo de Tyr323 fosforilado no lo hacen
en las mismas condiciones. Para cada aplicacién se utilizan diferentes reactivos asi que los diferentes anticuerpos
policlonales obtenidos pueden variar su eficacia segin la técnica en la que se utilicen.

Los experimentos de dot-blot y de enzimoinmunoensayo permiten confirmar que el anticuerpo policlonal IgG de
la presente invencion reconoce la proteina fosforilada y no reconoce la proteina sin fosforilar en este residuo (Figura
1A y 1B). Con el resto de estudios realizados utilizando la citometria de flujo y el western-blot se ha llegado a la
misma conclusion, en ellos se observa como el anticuerpo IgG de la invencién permite distinguir, tras activacion de las
células T, la fosforilacién de p38 en la Tyr323, de p38 sin fosforilar en el mismo residuo o fosforilado en el residuo dual
Thr180/Tyr182 (Figura 1). Esta especificidad no se habia conseguido con anterioridad en anticuerpos fosfoespecificos
frente a la Tyr323 de p38, y permite utilizar el anticuerpo sin necesidad de purificar las muestras analizadas.

Ademds, en esta invencién se proporciona un nuevo procedimiento para el diagndstico, prondstico y seguimiento
de enfermedades de origen autoinmune, inflamatorio o tumoral, preferentemente para la artritis reumatoide y el lupus
eritematoso sistémico, basado en la deteccién y cuantificacién mediante citometria de flujo de la fosforilacion de la
Y323 de la proteina p38a mediante el uso de un anticuerpo IgG fosfoespecifico, preferentemente policlonal, generado
frente a dicho residuo. Dicho método permite el andlisis de muestras de un modo rapido y sencillo, sin necesidad de
purificar las células analizadas, y permite cuantificar la sefal, por lo que aporta informacién sobre la gravedad de la
enfermedad. Por primera vez, en la presente invencion se ha generado un anticuerpo fosfoespecifico frente a la Tyr323
de p38 que permite su uso por citometria de flujo.

Gracias a la puesta a punto de esta herramienta, se han podido analizar en total mas de 200 muestras de pacientes
con enfermedades distintas autoinmunes y de controles sanos, permitiendo identificar sorprendentemente que la fos-
forilacién de la Tyr323 de p38 es un proceso caracteristico de ciertas enfermedades autoinmunes, no de todas ellas,
preferentemente la artritis reumatoide y el lupus eritematoso sistémico, y, mas sorprendentemente todavia, que el grado
de fosforilacién es un marcador del grado de actividad/gravedad de la enfermedad.

La monitorizacién del grado de fosforilacién de p38 en la -Tyr323 mediante citometria tiene numerosas ventajas.
Por un lado, permite el andlisis de muestras de un modo rdpido y sencillo a partir de un niimero de células muy infe-
rior al utilizado por otras técnicas bioquimicas convencionales (i.e. western blot), sin necesidad de purificar las células
analizadas. Ademds, permite cuantificar la sefial, por lo que puede usarse en estudios poblacionales '°~** Basandose
en estas ventajas técnicas, se ha podido analizar el grado de fosforilacién de la Tyr323 en células T procedentes de
sangre periférica de pacientes con distintas enfermedades autoinmunes. La mayor parte de los pacientes con enfer-
medades autoinmunes tienen un reducido nimero de células T (leucopenia) en sangre periférica lo que dificulta el
analisis metodolégico. Gracias a la generacidn y caracterizacion de este anticuerpo fosfoespecifico se ha podido anali-
zar un ndmero significativo de muestras de voluntarios sanos y de pacientes con diferentes enfermedades autoinmunes
incluidas: espondilitis anquilosante, artritis reumatoide y lupus eritematoso sistémico. Se ha observado que la fosfori-
lacién del residuo de Tyr323 de p38 es significativamente superior (p<0,05, Kruskal-Wallis) en los linfocitos T de los
individuos con lupus eritematoso sistémico y con artritis reumatoide a la fosforilaciéon de la Y323 en los linfocitos T
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de los individuos con espondilitis anquilosante y del grupo de controles sanos, indicando que la fosforilacién de este
residuo es un buen marcador de ciertas enfermedades autoinmunes sistémicas frente a otras y con respecto a un ser
humano sano (Figura 3). En este caso, el diagnéstico de enfermedad autoinmune incluye el diagnéstico diferencial
de varias enfermedades autoinmunes, es decir, el diagndstico positivo de varias ellas frente al diagndstico negativo de
otras, todo lo cual es extremadamente util en la practica clinica.

Ademds, gracias a que la citometria de flujo permite cuantificar la sefial, se ha visto que hay una correlacion
importante entre el grado de fosforilacion de la Tyr323 de p38 y la progresion de la enfermedad. En artritis reumatoide
se ha observado una correlacién estadisticamente significativa (p<0,05) entre la fosforilacion del residuo de Tyr323 de
linfocitos Ty el indice clinico DAS28 (Disease Activity Score). El DAS28(VSG) es un dato clinico que mide actividad
de la enfermedad y se obtiene teniendo en cuenta la velocidad de sedimentacién globular (VSG) y la evaluacién global
del paciente®**. La fosforilacién en la Tyr323 de p38 fue mayor en aquellos pacientes con artritis reumatoide con un
DAS28(VSG) mas alto, es decir, aquellos en una fase de la enfermedad mads activa (Fig. 4).

Cuando se realizan los mismos andlisis estadisticos para el grupo de pacientes con lupus eritematoso sistémico
se observd que existia una correlacion estadisticamente significativa entre la fosforilaciéon de la Tyr323 de p38 de
los linfocitos T de estos pacientes y la velocidad de sedimentacién globular (p<0,05) y entre la fosforilacion de
este residuo y la evaluacién global del paciente (p<0,001). Ambos marcadores indican una mayor actividad de la
enfermedad (Figura 5).

En definitiva, la generacion de este anticuerpo fosfoespecifico y su uso por citometria de flujo permite identificar
que la fosforilacién de la Tyr323 de p38 en células T es un proceso caracteristico en ciertas enfermedades autoinmunes
(incluidas artritis reumatoide y lupus eritematoso sistémico humano). Adicionalmente, la cuantificacién del grado de
fosforilacion de la Tyr323 mediante citometria ha permitido identificar que existe una correlacién estadisticamente
significativa entre el grado de actividad en pacientes con artritis reumatoide y lupus eritematoso sistémico y el valor de
la intensidad media de fluorescencia (FMI) de la Tyr323 de p38. Se puede concluir que la fosforilacidn especifica en
el residuo de Tyr323 de p38 es un marcador de actividad de autoinmunidad. Por dltimo, esta invencién no sélo aporta
un posible y necesario marcador de diagndstico en este tipo de enfermedades sino que permite su utilizacién rutinaria
en hospitales ya que la citometria de flujo es una técnica usada diariamente.

Finalmente, la observacién que la gravedad de estas enfermedades autoinmunes esta relacionada con los niveles
de expresion de la forma fosforilada Y323 de la proteina p38 - a mayores niveles de expresién mayor gravedad de la
enfermedad - nos permite la identificacién de un papel etiopatogénico de esta forma fosforilada en estas enfermeda-
des, constituyéndose de esa manera en una diana terapéuticas lo que permitiria el desarrollo de nuevas aproximaciones
terapéuticas de estas enfermedades. Incluso el anticuerpo de la invencién podria utilizarse en la elaboracion de medica-
mentos para el tratamiento de estas enfermedades, e incluso como herramienta biotecnolégica a la hora de identificar
compuestos inhibidores de esta forma fosforilada de p38 que podrian convertirse asi en nuevos principios activos
contra estas enfermedades.

Por lo tanto, un aspecto de la presente invencion lo constituye un procedimiento de diagnéstico y prondstico de
una enfermedad autoinmune, en adelante procedimiento de diagndstico de la invencidn, basado en la determinacién
in vitro del nivel de fosforilacién de la quinasa p38 en el residuo tirosina Y323 en células del sistema inmune, en una
muestra bioldgica y que comprende las siguientes etapas:

a) identificacion o determinacién del nivel de fosforilacioén de la quinasa p38 en el residuo tirosina Y323, en una
muestra bioldgica, preferentemente sangre y con células del sistema inmune,

b) comparacion de dicha determinacién observada en a) con una muestra bioldgica control, y

¢) diagnéstico y/o prondstico de una enfermedad autoinmune cuando los niveles fosforilacion superan a los obte-
nidos en la muestra control.

Esta identificacion de nivel de fosforilacidn de la proteina p38 en el residuo tirosina Y323 en una muestra biol6gica
de un sujeto humano puede ser extraida del mismo y posteriormente ex vivo identificarse sobre la misma la presencia o
no dicha fosforilacién, que se correlacionaria con el diagnéstico de una enfermedad autoinmune en dicho sujeto, lo que
permitiria la definicién y la ejecucidon de una aproximacidn terapéutica o de diagndstico y/o prondstico. Igualmente,
este procedimiento permitiria evaluar la eficacia o no de un determinado tratamiento en un paciente valorando la
recuperacién o no de niveles normales de esta formar fosforilada Y323 de p38.

La determinacién de dichos niveles de dicha muestra bioldgica se lleva a cabo, preferentemente, en linfocitos T,
los cuales pueden ser purificados o no previamente a su andlisis, aunque preferentemente se purifican previamente.
Dicha purificacién puede llevarse a cabo facilmente por un experto en la materia.

Un aspecto particular de la invencién lo constituye el procedimiento de diagnéstico de la invencién donde la
determinacién de a) se realiza con un anticuerpo especifico de la tirosina fosforilada (pY323) de la quinasa p38, mas
preferentemente, un anticuerpo policlonal, y mas preferentemente, con un anticuerpo policlonal especifico del péptido
sintético de SEQ ID NOI1, como el anticuerpo anti pY323 (anti-pTyr323) desarrollado en la presente invencién (ver
Ejemplos).
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Un aspecto particular de la invencidn lo constituye el procedimiento de diagnéstico de la invencién donde la deter-
minacién de a) se realiza mediante una técnica capaz de detectar un anticuerpo perteneciente, a titulo ilustrativo y sin
que limite el alcance de la invencidn, la siguiente grupo: citometria de flujo, Western blot, Dot blot, inmunoprecipita-
cién, ELISA, enzimoinmunoensayo, dispositivo tipo biochip o microarray, inmunofluorescencia, inmunohistoquimica,
inmunocitoquimica, microscopia confocal, microscopia de fluorescencia y Delfia.

Un aspecto mas particular de la invencién lo constituye el procedimiento de diagndstico de la invencién donde la
determinacion de a) se realiza mediante citometria de flujo donde se seleccionan linfocitos T de la muestra bioldgica,
preferentemente sangre.

Otro aspecto particular de la invencion lo constituye el procedimiento de la invencién en el que la enfermedad
autoinmune que se diagnéstica pertenece al siguiente grupo: lupus eritematoso sistémico y artritis reumatoide.

Otro aspecto particular de la invencién lo constituye el procedimiento de la invencién en el que la enfermedad
autoinmune que se diagndstica en c) se lleva a cabo por la identificacién de unos niveles similares a los obtenidos en el
grupo control y que pertenece al siguiente grupo: espondilitis anquilosante. Hay que tener en cuenta que un resultado
negativo en una prueba diagnéstica puede ser extremadamente ttil con otros marcadores para realizar un diagnéstico
diferencial de distintas enfermedades.

Otro aspecto de la invencion lo constituye un anticuerpo ttil para el diagnéstico y diferenciacion, prondstico y
seguimiento de enfermedades autoinmunes, en adelante anticuerpo de la invencién, que comprende un anticuerpo de
isotipo IgG especifico del aminoacido Tyr323 fosforilado de la quinasa p38a.

Tal como se utiliza en la presente invencion el término “anticuerpo de isotipo IgG especifico del aminoécido
Tyr323 fosforilado de la quinasa p38a” se refiere a un anticuerpo funcionalmente activo que es capaz de reconocer la
proteina quinasa p38 fosforilada especificamente en su tirosina Y323, y que no presenta reactividad con la proteina no
fosforilada o con formas fosforiladas de la misma distintas de la Y323.

Tal como se utiliza en la presente invencién el término “anticuerpo funcionalmente activo” se refiere a un anticuer-
po recombinante o minianticuerpo que mantiene su capacidad de unién a antigeno, que se define como fragmentos
derivados de anticuerpos construidos por tecnologia de ADN recombinante, que, pese a su menor tamaflo, conservan la
capacidad de unién al antigeno ya que mantienen al menos un dominio variable de inmunoglobulina donde residen las
zonas de unién a antigenos, y que pertenece, a titulo ilustrativo y sin que limite el alcance de la invencidn, al siguiente
grupo: Fab, F(ab’)2, scFv, y anticuerpos recombinantes monodominio (dAbs). En el marco de la presente invencion,
se entiende por anticuerpos recombinantes monodominio y/o dominios tipo inmunoglobulina con capacidad de unién
y reconocimiento independiente, tanto a los dominios variables de cadena pesada (VH), a los dominios variables de
cadena ligera (VL), a los anticuerpos recombinantes de camelidos (VHH), los anticuerpos recombinantes de camelidos
humanizados, los anticuerpos recombinantes de otras especies camelizados, los anticuerpos monodominio IgNAR de
peces cartilaginosos; es decir, que se incluyen tanto dominios que de forma natural son monodominio (caso de VHH e
IgNAR), como anticuerpos que por ingenieria se han alterado para que por si solos sean capaces de interaccionar con el
antigeno y mejorar sus propiedades de estabilidad y solubilidad. Se incluye en esta definicién cualquier modificacién
de los anticuerpos recombinantes como su multimerizacién o la fusién a cualquier molécula (p.ej. toxinas, enzimas,
antigenos, otros fragmentos de anticuerpos, etc.).

El anticuerpo funcionalmente activo puede ser obtenido de un ser humano o un animal (p.ej. camellos, llamas,
vicufias, ratones, ratas, conejos, caballos, tiburones nodriza, etc.) o mediante técnicas de DNA recombinante o sintesis
quimica de genes.

Asi, un aspecto particular lo constituye un anticuerpo de la invencidn, ya sea monoclonal o policlonal, especifico
del péptido sintético de p38a (VADPpYDQSFE) (SEQ ID NO1), y mds preferentemente un anticuerpo policlonal
especifico del péptido sintético de p38a (VADPpYDQSFE) (SEQ ID NO1).

Otro aspecto de la invencion lo constituye el procedimiento de obtencion del anticuerpo de la invencién, en adelante
procedimiento de la invencién, basado en la generacién del anticuerpo de la invencidn, preferentemente un anticuerpo
policlonal, que comprende las siguientes etapas:

1) inmunizacién del animal mediante un péptido que contenga una tirosina fosforilada (Tyr323) representativa de
la Tyr323 fosforilada de la proteina p38, preferentemente con el péptido VADPpYDQSFE ((319-328)-C(pY323), SEQ
ID NO1),

ii) una etapa de purificacién de los anticuerpos de isotipo IgG,

iii) una etapa de purificacion de los anticuerpos que reconocen el péptido VADPpYDQSFE ((319-328)-C(pY323)
fosforilado, por ejemplo, la IgG se pasa a través de una columna tiopropilsefarosa 6B acoplada con el péptido p38a
(319-328)C(323pY), y opcionalmente

iv) preparacion del anticuerpo del anticuerpo de la invencién para posteriores estudios.
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Otro aspecto particular de la invencién lo constituye el procedimiento de la invencién en el que el antigeno utilizado
para inmunizar el animal de i) es el péptido VADPpYDQSFE ((319-328)-C(pY323), SEQ ID NO1). Este péptido es
representativo de la regién del aminodcido Y323, es decir, comprende una serie de aminodacidos alrededor de dicho
Y323 que permite la obtencién de anticuerpos especificos, no de una tirosina fosforilada, sino de la p38 fosforilada
en dicha Y323. De igual manera, un experto en la materia puede desarrollar facilmente similares anticuerpos al de
la presente invencion a partir de péptidos o fragmentos de la p38 que comprendan este péptido de SED ID NOI, los
cuales forman parte de la presente invencion.

Finalmente, otro aspecto de la invencion lo constituye el uso del anticuerpo de la invencion en el diagnéstico,
prondstico y/o seguimiento, en adelante uso del anticuerpo de la invencidn, in vitro de enfermedades, desérdenes o
patologias que cursan con alteracion de la quinasa p38.

Otro aspecto particular de la invencién lo constituye el uso del anticuerpo de la invencién donde la enfermedad, de-
sorden o patologia es de origen autoinmune perteneciente, a titulo ilustrativo y sin que limite el alcance de la invencion,
al siguiente grupo: Artritis reumatoide juvenil, Osteoartritis, Artritis psoridtica, Esclerosis miltiple, Miastenia gravis,
Lupus eritematoso sistémico, Lupus eritematoso cutdneo, Diabetes mellitas, Nefritis autoinmune o ldpica, Sindrome
GoodPateur, Enfermedad de Addison autoinmune, Tiroiditis autoinmune, Dermatitis atépica, Dermatitis eccematosa,
Psoriasis, Pénfigo, Sindrome Sjongren, Alopecia areata, Respuesta alérgica debida a infeccién por picadura de ar-
trépodos, Enfermedad inflamatoria intestinal (Enfermedad de Crohn y Colitis ulcerosa), Enfermedad celiaca, Ulcera
aftosa, Iritis, Conjuntivitis, Queratoconjuntivitis, Asma, Asma alérgico, Escleroderma, Tiroiditis, Vaginitis, Prostati-
tis, Erupcion por drogas, Reacciones de inversion en la lepra, Eritema nodoso leproso, Uveitis autoinmune (anterior,
intermedia y posterior), Encefalomielitis alérgica, Encefalomielitis autoinmune, Fiebre reumaética, Encefalopatia he-
morragica aguda necrotizante, Pérdida del oido sensoneuronal progresiva bilateral idiomadtica, Gingivitis, Anemia
aplasica, Aplasia pura de células roja, Trombocitopenia idiomadtica, Policondritis, Granulomatosis de Wegener, He-
patitis crénica activa, Sindrome de Stevens-Johnson, Esprue idiomatico, Manifestaciones cutdneas del liquen plano,
Oftalmopatia de Graves, Sarcoidosis, Cirrosis biliar primaria, Fibrosis pulmonar intersticial, Pancreatitis Linfoplas-
mocitaria Esclerosante y Pancreatitis aguda.

Por otro lado, la isoforma p38a tiene la funcién mds importante en sefializaciéon de las células T y estd descrita
como la isoforma mads relevante en supresién tumoral. Asi, otro aspecto particular de la invencién lo constituye el uso
del anticuerpo de la invencién donde la enfermedad, desorden o patologia es de origen tumoral.

Otro aspecto particular de la invencién lo constituye el uso del anticuerpo de la invencién donde la enfermedad,
desorden o patologia es de origen inflamatorio (es decir, con activacién del sistema inmune) perteneciente, a titulo
ilustrativo y sin que limite el alcance de la invencion, al siguiente grupo: enfermedad de injerto contra huésped en
trasplantes e infecciones virales.

Ademas, el anticuerpo de la invencion puede ser utilizado, ademads del anterior uso como herramienta de diagnésti-
co, en otros procedimientos biotecnoldgicos de identificacion de la proteina p38 fosforilada en la Y323 pertenecientes,
a titulo ilustrativo y sin que limite el alcance de la invencidn, al siguiente grupo:

1) procedimiento de identificacién de compuestos que alteran, preferentemente inhibidores, la actividad de la pro-
tefna p38 mediada por dicha Y323 fosforilada, o en un

ii) procedimiento de elaboracién de una composicién terapéutica util para el tratamiento de enfermedades que
cursen con una alteracién de la expresion de esta forma fosforilada Y323 de p38.

Tal como se utiliza en la presente invencién el término “compuesto inhibidor” se refiere a una molécula que cuando
se une o interactda con la proteina p38 fosforilada en Y323, o con fragmentos funcionales de la misma, disminuye o
elimina la intensidad o la duracién de la actividad biol6gica de dicha proteina.

Por tanto, otro aspecto de la presente invencion lo constituye una composicion farmacéutica o un medicamento
util para el tratamiento de enfermedades que cursen con alteracion de la proteina p38 fosforilada en Y323, en adelante
composicion farmacéutica de la presente invencidn, que comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de un com-
puesto inhibidor de dicha proteina, junto con, opcionalmente, uno o mas adyuvantes y/o vehiculos farmacéuticamente
aceptables.

Otro aspecto particular de la presente invencién lo constituye una composicién farmacéutica de la invencién en la
que el compuesto inhibidor es un anticuerpo especifico de la proteina p38 fosforilada en Y323, ya sea monoclonal o
policlonal, preferentemente un anticuerpo policlonal especifico del péptido de secuencia SEQ ID NOI.

Los adyuvantes y vehiculos farmacéuticamente aceptables que pueden ser utilizados en dichas composiciones son
los adyuvantes y vehiculos conocidos por los técnicos en la materia y utilizados habitualmente en la elaboracion de
composiciones terapéuticas.

En el sentido utilizado en esta descripcion, la expresion “cantidad terapéuticamente efectiva” se refiere a la canti-
dad del compuesto inhibidor de la actividad de la proteina p38 fosforilada en Y323, calculada para producir el efecto
deseado y, en general, vendra determinada, entre otras causas, por las caracteristicas propias de los compuestos, in-
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cluyendo la edad, estado del paciente, la severidad de la alteracién o trastorno, y de la ruta y frecuencia de adminis-
tracion.

En una realizacion particular, dicha composicion terapéutica se prepara en forma de una forma sélida o suspensién
acuosa, en un diluyente farmacéuticamente aceptable. La composicién terapéutica proporcionada por esta invencion
puede ser administrada por cualquier via de administracion apropiada, para lo cual dicha composicién se formulard
en la forma farmacéutica adecuada a la via de administracion elegida. En una realizacién particular, la administracién
de la composicion terapéutica proporcionada por esta invencion se efectia por via parenteral, por via oral, por via
intraperitoneal, subcutanea, etc. Una revision de las distintas formas farmacéuticas de administracion de medicamentos
y de los excipientes necesarios para la obtencién de las mismas puede encontrarse, por ejemplo, en Fauli i Trillo, 1993.

Otro objeto de la presente invencion lo constituye el uso de la composicién farmacéutica de la invencién en un
método de tratamiento de un mamifero, preferentemente un ser humano, afectado por una enfermedad que cursa con
alteracién de la expresion de la proteina p38 fosforilada en Y323, en adelante uso de la composicién farmacéutica de
la presente invencidn, consistente en la administracién de dicha composicién terapéutica que inhibe la actividad de
dicha proteina.

Otro objeto particular de la invencién lo constituye el uso de la composicién farmacéutica de la invencién en el
que la enfermedad pertenece, a titulo ilustrativo y sin que limite el alcance de la invencion, al siguiente grupo: enfer-
medades autoinmunes -preferentemente, lupus eritematoso sistémico y artritis reumatoide-, alérgicas, inflamatorias,
alteraciones linfoproliferativas como leucemias y canceres.

Descripcion de las figuras

La Figura 1 ilustra la generacién y caracterizacién de un anticuerpo fosfoespecifico del residuo de Y323 de p38
para estudiar la via alternativa de p38 por citometria de flujo y western blot. Para ello se obtiene un antisuero usan-
do un péptido sintético de p38a (VADPpYDQSFE) basado en la secuencia humana de p38a que contiene la Y323
fosforilada. La especificidad del anticuerpo fue confirmada por ELISA (Figura 1A) y dot blot (Figura 1B) utilizando
los péptidos sintéticos fosforilado y no fosforilado de p38a humano (VADPpYDQSFE). La Figura 1C describe la
optimizacién del estudio intracelular de la fosforilacién de Y323p38 por citometria de flujo. Los histogramas de FACS
muestran un experimento representativo en el cual las células Jurkat se estimulan con «CD3 y «CD28. Las células se
fijan con formaldehido y se permeabilizan con saponina o Tritén X-100, previo al uso del anticuerpo anti pY323p38.
Las células sin estimular son representadas por los histogramas rellenos y las muestras estimuladas via TCR por los
histogramas sin rellenar. La Figura 1D muestra el andlisis por citometria de flujo de la fosforilacién en el residuo de
T180/Y 182 de p38 después de la activacion via TCR. Las células Jurkat se estimulan con aCD3 y aCD28. En este
caso, las células se permeabilizan con metanol previo al uso del anticuerpo fosfoespecifico. La Figura 1E muestra el
analisis por westen-blot de la fosforilacién de p38 via TCR/CD28 (en Y323 y en T180/Y182) en células Jurkat. Los
resultados son representativos de experimentos independientes.

La Figura 2 muestra que la fosforilacién de p38 en la Y323 y en T180/Y 182 tras activaciéon por TCR/CD28 es
dependiente de Lck y ZAP70. En la Figura 2A las células Jurkat y JCaM1 (células Jurkat deficientes en Lck) se
tratan con PP2 (un inhibidor de Lck) durante 1 hora antes de la activacion con aCD3, aCD28 6 aCD3+aCD28. La
fosforilacién de p38 (en Y323 y en T180/T182) y la expresion total de p38 se analiza por immunoblot. En Figura
2B se muestran los niveles de fosforilacién de p38 mediante citometria de flujo tras activacién via TCR. Las células
Jurkat y las deficientes en Lck se estimulan con aCD3, «CD28 o0 «CD3+aCD28 (10 minutos, 37°C). Las células se
fijan con formaldehido y se permeabilizan con saponina (pY323p38) o metanol (p(T180+Y 182)p38). Los histogramas
muestran la fosforilacién de p38 en sus diferentes residuos tras activaciéon via TCR y TCR/CD28 en células Jurkat,
esta fosforilacion no se aprecia en células Lck-/-. La Figura 2C muestra que cuando las células Jurkat se tratan con
aCD3 o0 aCD3+aCD28, los extractos celulares se inmunoprecipitan con anti-p38 y se realiza un andlisis de actividad
quinasa (IVK) utilizando ATF-2 como sustrato. La fosforilacién de ATF-2 se analiza por western-blot. La Figura 2D
ilustra el andlisis de las vias alternativa y cldsica de MAPK después de la activacién via TCR. Las células Zap70-/-
(células Jurkat deficientes en Zap70, p116) y Zap70+/+ (células p116 transfectadas con la proteina Zap70, p116.c139)
se activan con aCD3, «CD28 o aCD3+aCD28. La fosforilacién de Y323p38, (T180/Y182)p38, MKK3, MKK6 y la
expresion total de p38 se determina por immunoblot. Los resultados demuestran que la fosforilacién de p38 en ambos
residuos, tras estimulacion via TCR y TCR/CD28, es dependiente de Zap70. Los resultados son representativos de tres
experimentos independientes.

La Figura 3 ilustra el andlisis de la fosforilacién del residuo de Y323 de p38, mediante citometria de flujo en contro-
les sanos y pacientes con enfermedades autoinmunes. Se analiza la intensidad de fluorescencia (MFI) de Y323p38 en
células T purificadas de sangre de controles sanos y pacientes con diferentes enfermedades autoinmunes (espondilitis
anquilosante, lupus eritematoso sistémico y artritis reumatoide). En el diagrama de cajas se muestran los percentiles
(p25, p50 (mediana) y p75), la desviacion estdndar y los valores atipicos. La comparacién estadistica fue realizada
con el test de Kruskal-Wallis. Las diferencias de fosforilacion en el residuo de Y323 de p38 de pacientes con artritis
reumatoide y con lupus eritematoso sistémico con respecto al grupo con espondilitis anquilosante y los controles sanos
son estadisticamente significativas (p<0,05).
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La Figura 4 muestra el andlisis de la fosforilacién de p38 en células T de pacientes con artritis reumatoide. La
Figura 4A ilustra la intensidad de fluorescencia (MFI) de la fosforilacién en el residuo de Y323 respecto a la fosfori-
lacién en el residuo de T180/Y 182 de p38 obtenidos por citometria de flujo de pacientes con artritis reumatoide. Se
representa la significacion estadistica obtenida utilizando el modelo lineal generalizado (p<0,05). La Figura 4B mues-
tra la intensidad de fluorescencia (MFI) de la fosforilacién en el residuo de Y323 de p38 obtenida por citometria de
flujo y el valor del indice clinico de actividad de artritis reumatoide conocido como DAS28 (Disease Activity Score)
obtenido mediante la velocidad de sedimentacion globular (VSG) de pacientes con artritis reumatoide. La Figura 4C
muestra los histogramas de intensidad de fluorescencia (MFI) de la fosforilacion del residuo de Y323 de p38 de un
grupo representativo de controles sanos y de un grupo representativo de pacientes con artritis reumatoide divididos en
categorias segtn su valor de DAS28(VSG). Los histogramas de los controles se representan en gris relleno y los de
los pacientes en una gradacion de azules sin relleno segin el valor de DAS28(VSG). Existe una relacién significativa
(segtin el modelo lineal generalizado (p<0,05) entre la fosforilacién en el residuo de Y323 de p38 y la actividad de
la enfermedad medido mediante el DAS28(VSG) en los pacientes con artritis reumatoide, de modo que los pacientes
con mayor actividad de AR tienen mayor fosforilacién de Y323.

La Figura 5 ilustra el andlisis estadistico de la fosforilacion de p38 en lupus eritematoso sistémico. La Figura 5SA
muestra la intensidad de fluorescencia (MFI) de la fosforilacién en el residuo de Y323 y en el de T180/Y 182 de p38
obtenidos por citometria de flujo de pacientes con lupus eritematoso sistémico. Se representa la significacioén estadis-
tica obtenida utilizando el modelo lineal generalizado (p<0,05). La Figura 5B muestra la intensidad de fluorescencia
(MFI) de la fosforilacion en el residuo de Y323 de p38 obtenido por citometria de flujo y la velocidad de sedimenta-
cion globular (VSG) de pacientes con lupus eritematoso sistémico. Existe una relacion significativa (segtin el modelo
lineal generalizado, p<0,05) entre la fosforilacion en el residuo de Y323 de p38 y la velocidad de sedimentacién glo-
bular (VSG), de modo que a mayor VSG mayor fosforilacién o viceversa. La Figura 5C representa la intensidad de
fluorescencia (MFI) de la fosforilacién en el residuo de Y323 de p38 y la evaluacién global de pacientes (VGEPAC)
con lupus eritematoso sistémico. Existe una relacion significativa (segtn el modelo lineal generalizado, p<0,001) entre
la fosforilacion en el residuo de Y323 de p38 y la evaluacion global de pacientes (VGEPAC) con lupus eritematoso
sistémico, de tal manera que a mayor VGEPAC mayor fosforilacién o viceversa.

La Figura 6 ilustra los histogramas del valor de intensidad de fluorescencia (MFI) de la fosforilacién del residuo de
Y323 (Figura 6A) y del residuo de T180/Y 182 (Figura 6B) de p38 de un grupo representativo de controles sanos y de
un grupo representativo de pacientes con lupus eritematoso sistémico. Los histogramas de los controles se representan
en gris relleno y los de los pacientes en negro con diferentes perfiles.

Ejemplo de realizacién de la invencion
Ejemplo 1

Generacion y caracterizacion del anticuerpo fosfoespecifico frente a la Tyr323 de p38 para estudiar la relevancia de
la via alternativa de p38 por citometria de flujo

Recientemente, se ha demostrado que la quinasa p38 tiene una via alternativa de activacion en células T mediada
por la tirosina quinasa Zap70 que fosforila p38 en el residuo de Y323, conduciendo a su activacién, por un mecanismo
independiente de la via cldsica de MAPKKs18. Para analizar el papel de la via alternativa de p38 se gener6 un anti-
cuerpo fosfoespecifico del residuo de Y323 de p38. Asi, se obtuvo un antisuero usando un péptido sintético de p38a
(VADPpYDQSFE, ver SEQ ID NO1) basado en la secuencia humana de p38a (319-328)-C(pY323) que contiene la
Y323 fosforilada. La especificidad del anticuerpo fue confirmada por ELISA y dot blot utilizando los péptidos sin-
téticos de p38a (Figura 1A y 1B). Con el objetivo de analizar la fosforilacién de la Y323 en diferentes poblaciones
de linfocitos T de modelos murinos y de pacientes humanos, se optimiz6 la utilizacién del anticuerpo por citometria
de flujo. El andlisis por citometria de flujo de fosfoproteinas tiene numerosas ventajas frente a otras técnicas conven-
cionales como western blot, ya que permite la cuantificacion del grado de fosforilacion a partir de un nimero muy
inferior de células y sin necesidad de purificar la poblacion que se quiere monitorizar. Los parametros mas criticos para
la deteccién de fosfo-epitopos de proteinas intracelulares, mediante citometria de flujo, son las técnicas de fijacién y
permeabilizacion celular. Para optimizar la cuantificacion de la fosforilacién de p38 en el residuo de Y323, se probaron
diferentes protocolos de fijacién y permeabilizacion utilizando distintos reactivos incluyendo el metanol (no mostra-
do), la saponina y el Tritén X-100 (Figura 1C) =22, De todos los métodos analizados, la fijacién con formaldehido y
permeabilizacién con saponina al 0,1% resulté el método mas eficaz para monitorizar la fosforilacién del residuo de
Y323 de p38 tras activacion de las células Jurkat via coestimulacién TCR/CD28. La optimizacién de este protocolo
fue critica para analizar la fosforilacién de p38 en células de pacientes humanos como se vera posteriormente en los
ejemplos 3 y 4. Adicionalmente, se optimizé el método para el andlisis de la fosforilacién de p38 en el residuo de
T180/Y182 (Figura 1D). La coestimulacién via TCR/CD28 aumenta la fosforilacién de p38 en T180/182 pero en este
caso, el metanol es mejor reactivo para la permeabilizacion. El andlisis por citometria de flujo tras estimulacion via
TCR/CD28 que induce la fosforilacion de los residuos de Y323 y T180-Y 182 de p38 se correlaciona claramente con
los resultados del inmunoblot (Figura 1E, Figura 2A, 2B) tanto para células Jurkat como para células T de raton.
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Ejemplo 2
La fosforilacion de p38 en la Y323 es dependiente de la activacion por el receptor de antigeno de la célula T (TCR)

Para determinar la contribucion de la via alternativa tras estimulacion via TCR, se analizé la fosforilacion en el
residuo de Y323 y de T180/Y182 de p38 después de la activacién de células Jurkat con anti-CD3 (aCD3), anti-
CD28 (aCD28) o coestimulacion con aCD3 + «CD28 (Figura 2). Los resultados obtenidos mediante western-blot se
confirmaron por citometria de flujo (Figura 2B). La activaciéon con «CD28 no aument6 la fosforilacion de p38 ni en
el residuo de Y323 ni en el dual (T180-Y182). Los andlisis de citometria de flujo y de western-blot demuestran que
la coestimulaciéon TCR/CD28 induce un aumento sustancial de la fosforilacién del residuo T180-Y 182, pero no del
residuo de Y323, comparado con las células activadas sélo con aCD3 (Figura 2A, B). La fosforilacién del residuo de
Y323 de p38 es asi regulada especificamente por el receptor de antigeno de la célula T, pero no por la coestimulacién
con aCD28.

La familia de quinasas Src (especialmente Lck) y Zap70 son las tnicas quinasas, actualmente identificadas, que
fosforilan el residuo de Y323 de p38 en células T por la via alternativa. Se estudi6 el efecto de PP2, un inhibidor
de la quinasa Lck, en la activacién de p38 mediada por la activacién via TCR/CD28. PP2 suprimi6 la fosforilacién
de p38 en el residuo Y323 y en el T180/Y182 en células Jurkat tras estimulacién via TCR y TCR/CD28 (Figura
2A), sugiriendo que Lck es necesario para la fosforilaciéon en ambos residuos. Para confirmar la importancia in vivo
de Lck, se realiz6 el mismo estudio con células Jurkat deficientes en Lck (JCaM1). El inmunoblot y el andlisis por
citometria de flujo demuestran que en las células deficientes de Lck la activaciéon via TCR o TCR/CD28 no aumenta la
fosforilacién de p38 ni en el residuo de Y323 ni en el residuo T180- Y182 (Figura 2A y B). Estos resultados indicaron
que la fosforilacién de p38, en ambos residuos, via TCR y TCR/CD28 requiere Lck.

Para analizar si el aumento de fosforilacién de p38 se correlacionaba con un aumento en su actividad se analiza
la actividad de p38 después de la activacion via TCR, usando ATF-2 como sustrato (Figura 2C). La fosforilacién
de ATF-2 en las células Jurkat por p38 tras estimulacién via TCR fue clara. La coestimulacién via TCR/CD28 dio
lugar a un aumento notable de la fosforilacién de ATF-2 comparado con las células activadas s6lo por via TCR. Estos
resultados demuestran que la via alternativa regula especificamente la activacién de p38 después del estimulo via TCR.
La coestimulacién via TCR/CD28 activa p38 por la via alternativa, pero también da lugar a una activacién leve de la
cascada cldsica de MAPK. Para determinar si Zap70 tiene un papel in vivo en la regulacién de la activacion de p38,
se utilizaron células jurkat T deficientes en Zap70 (Figura 2D). El inmunoblot demostré que ni la estimulacioén via
TCR ni la estimulacién via TCR/CD28 inducen la fosforilacién de p38 en sus residuos de Y323 y T180-Y 182 en las
células Zap70-/-. La reconstitucion de las células de Zap70-/- con la proteina Zap70 (Zap70+/+) restaurd la capacidad
de fosforilar p38 en ambos residuos después de la activacion del TCR. Semejante a lo que ocurria en las células Jurkat,
la coestimulacién via TCR/CD28 de las células Zap70+/+ indujo una mayor fosforilacién de p38 en el residuo T180-
Y182 comparada con la activacion via TCR solamente (Figura 2D). También se evalud la via clésica tras activacién
via TCR y via TCR/CD28 en células Zap70-/-. La activacién via TCR, CD28 o TCR/CD28 en células Zap70-/- no
indujo la fosforilacién de las quinasas activadoras de p38, MKK3, MKK®6 (Figura 2D) o MKK4 (no demostrado). La
reconstitucién de las células de Zap70-/- con la proteina Zap70 (Zap70 +/+/) provoc un aumento leve en la activacién
de MKK3 y de MKK6 via TCR/CD28 (Figura 2D). La activacién sélo por la via TCR no activa MKK3, MKK6 o
MKKA4. Los resultados indicaron que Zap70 tiene una funcién dominante en la regulacién de la activacién de p38
dependiente de TCR, es decir, por la via alternativa.

Ejemplo 3

Monitorizacion de la fosforilacion de la Tyr323 de p38 y de la Thr180-Tyr182 en células T de pacientes con enferme-
dades autoinmunes

Los resultados apoyan que la fosforilacion del residuo de Y323 de p38 es especifica de la activacion por el receptor
de antigeno de la célula T (TCR). Basandose en este hecho y en el papel clave de p38 en procesos inflamatorios y
autoinmunes, se propuso el estudio de la fosforilacién de la Y323 de p38 en células T de individuos con enfermedades
autoinmunes donde la hiperactivacion de las células T es una de las caracteristicas claves en la sintomatologia de
la enfermedad. Adicionalmente, los ratones deficientes en Gadd45a, un regulador negativo de la via alternativa de
p38, tienen hiperproliferacion de células T, hiperfosforilacién de p38 y desarrollan espontineamente un sindrome
similar a lupus eritematoso sistémico®. Con todos estos datos se propuso el estudio de la fosforilacién de p38 en
ambos residuos por citometria de flujo en un grupo de individuos con lupus eritematoso sistémico y otro grupo con
artritis reumatoide. Como controles se utilizaron un grupo de individuos que no padecen enfermedades autoinmunes
y un grupo de individuos con espondilitis anquilosante. La citometria de flujo permiti6 realizar el estudio en un
grupo amplio de la poblacién con el que poder realizar anélisis estadisticos robustos. La fosforilacién del residuo de
Y323 de p38 fue significativamente superior (p<0,05, Kruskal-Wallis) en los linfocitos T de los individuos con lupus
eritematoso sistémico y con artritis reumatoide a la fosforilacién de 1a Y323 de p38 de los linfocitos T de los individuos
con espondilitis anquilosante y del grupo de controles sanos como se muestra en el diagrama de cajas (Figura 3). Esto
indicaria que la fosforilacion de este residuo serfa un buen marcador de este tipo de enfermedades autoinmunes.

Atendiendo a los datos clinicos de los diferentes grupos de pacientes y a los valores obtenidos por citometria de
flujo para la fosforilacion de p38 en linfocitos T, se realizé un andlisis estadistico utilizando el modelo lineal gene-
ralizado. Se obtuvo una correlacién estadisticamente significativa entre la fosforilacién de la Y323 y la fosforilacién
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de T180/Y182 de linfocitos T de un grupo de pacientes con artritis reumatoide (p<0,05, Figura 4A) y de un grupo de
pacientes con lupus eritematoso sistémico (p<0,05, Figura 5A). Esto confirma el mecanismo de autofosforilacion en
el residuo de T180/Y 182 tras la fosforilacion de la Y323 via TCR.

En artritis reumatoide se observa una correlacién entre la fosforilacién del residuo de Y323 de linfocitos T y el
DAS28(VSG) (p<0,05, Figura 4B). El DAS28(VSG) es un indice clinico que mide actividad de la enfermedad y se
obtiene teniendo en cuenta la velocidad de sedimentacién globular (VSG) y la evaluacion global del paciente®>*. La
fosforilacién en la Y323 de p38 es mayor en aquellos pacientes con artritis reumatoide con un DAS28(VSG) mas
alto, es decir, aquellos en una fase de la enfermedad mds activa. En la Figura 4C se muestran los histogramas de
fosforilacién de la Y323 de p38 de los linfocitos T de un grupo representativo de controles sanos (gris relleno) y de
un grupo representativo de pacientes con artritis reumatoide subdivido a su vez segun el valor de DAS28(VSG) en
el momento del estudio (gradacién de azules sin relleno segin el valor de DAS28.Se observa la correlacién entre el
grupo de pacientes con mayor DAS28(VSG) y la mayor fosforilacién de la Y323 de p38.

Cuando se realizan los mismos andlisis estadisticos para el grupo de pacientes con lupus eritematoso sistémico
se observa que existe una correlacién estadisticamente significativa entre la fosforilacién de la Y323 de p38 de los
linfocitos T de estos pacientes y la velocidad de sedimentacién globular (VSG) (p<0,05, Figura 4B) y entre la fos-
forilacién de este residuo y la evaluacién global del paciente (p<0,001, Figura 4C). Ambos marcadores indican una
mayor actividad de la enfermedad. En la figura 5 se muestran los histogramas de la fosforilacién de la Y323 (A) y
de T180/Y182 (B) de p38 de los linfocitos T de un grupo representativo de controles sanos (gris con relleno) y de un
grupo representativo de pacientes con lupus eritematoso sistémico (negro sin relleno). En esta figura se muestra como
la fosforilacién en p38 (tanto en el residuo de Y323 como en el residuo de T180/Y182) es mayor en los linfocitos
T de pacientes con lupus eritematoso sistémico que en los linfocitos T del grupo de controles sanos. Por otro lado,
se muestra que la fosforilacion en el residuo de T180/Y 182 es mas homogéneo entre los diferentes individuos que la
fosforilacién en el residuo de Y323, esto indicaria la correlacién entre la fosforilacién en la Y323 y las caracteristicas
clinicas particulares de cada paciente.

Con todos estos resultados se puede concluir que la fosforilacién de la Y323 de p38 es un marcador de actividad
de artritis reumatoide y de lupus eritematoso sistémico.

Materiales y Métodos
Lineas celulares

Jurkat (clon E6-1), JCam (JCaM1.6), derivada del clon E6-1 de la linea celular Jurkat, pero deficiente en la acti-
vidad de Lck por pérdida del exon 7 de su mRNA, p116 derivada del clon E6-1 de la linea celular Jurkat deficiente
en Zap70 y p116.cI139 que procede de transfectar el vector de expresion de Zap70 en la linea p116. p116 y p116.c139
fueron obtenidas de la ATCC (American Type Culture Collection).

Los cultivos celulares fueron mantenidos entre 5-10x10* células/ml con RPMI-1640 (Gibco BRL), 10% de FCS,
1% de penicilina-estreptomicina, b-Mercaptoetanol y 1% de L-glutamina

Muestras humanas

Se recibieron entre 10-20 ml de sangre en tubos de heparina de pacientes con artritis reumatoide (118), lupus
eritematoso sistémico (29), espondilitis anquilosante (33) y de controles sanos (30). La sangre se diluye 1:1 en PBS y
se afiade lentamente sobre Ficoll-Paque Plus (Amersham) (2 ml de sangre diluida por 1 ml de ficoll). Se centrifuga a
900 G 45 minutos a temperatura ambiente y sin freno. Tras la centrifugacion, se recoge la interfase donde se encuentran
las células mononucleares y se lava con PBS centrifugando a 300 G 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente
se pasa a la purificacion por seleccion negativa de linfocitos T utilizando el kit de Dynal (Invitrogen). Brevemente, se
afiaden 20 ul de la mezcla de anticuerpos por cada 10x10° células y se incuba 20 minutos a 4°C. Tras lavar con PBS +
0,1% BSA + 2 mM EDTA se incuban las células con bolas magnéticas conjugadas con anticuerpos anti-IgG de ratén
(100 ml de bolas magnéticas por cada 10x10° células) durante 15 minutos a temperatura ambiente y con agitacion.
Finalmente, se emplaza el tubo en un imédn durante 2 minutos y se recoge el sobrenadante que contendrd las células T
aisladas por seleccién negativa.

Las células T purificadas se resuspenden a una concentracién de 0,5x10° en medio RPMI-1640, 10% de FCS,
1% de penicilina-estreptomicina, b-Mercaptoetanol y 1% de L-glutamina y se dejan O/N a 37°C, 5% CO, y 99% de
humedad relativa.

Ratones
Se purificaron células T de bazo y nddulos linfaticos de ratén mediante cromatografia de afinidad por seleccién
negativa como se describe en Salvador et al., Immunity 2002. Las células T purificadas se resuspenden a una concen-

tracién de 0,5x10° en medio RPMI-1640, 2% de FCS, 1% de penicilina-estreptomicina, b-Mercaptoetanol y 1% de L-
glutamina y se incuban O/N a 37°C, 5% CO, y 99% de humedad relativa.
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Anticuerpos

El procedimiento para la obtencién del anticuerpo policlonal frente al residuo fosforilado de Y323 de p38 es el
siguiente: Los péptidos se sintetizan en un sintetizador de péptidos multiple automatizado (Multipep, Intavis AG)
usando el procedimiento de fase sélida y los grupos de proteccion estandares de las cadenas laterales de la quimica
de Fmoc: OtBu (D, E), Trt (Q, C), tBu (s), Bzl (pY). Las cadenas del péptido se elongan en una resina de Wang
cargada con cisteina, los acopladores se realizan con HBTU/NMM. Las resinas terminadas de los péptidos se tratan con
TFA/H,O/EDT/TIS (94.5/2.5/2.5/1 v/v) a 20°C durante 120 minutos. Después de la precipitacién con terc-butilmetil
éter, los péptidos crudos obtenidos se analizan por HPLC y se liofilizan. Los péptidos se purifican por cromatografia
liquida de alta densidad (HPLC) en una columna DeltapaK C18 (7,8 x 300 mm). La homogeneidad y la integridad del
péptido se confirman por HPLC analitico, andlisis aminoacidico (analizador de aminoécidos de Beckman 6300, tras
hidrdlisis del dcido en una atmésfera de N2 durante 18 horas a 110°C) y espectrometria de masas (espectrémetro de
masas Broker Reflex I11,). Los péptidos se unen a hemocianina (KLH, perforan, 77600T) por la cisteina del N-terminal
usando un agente de ligacion, sulfo-succinimidil-4-(N-maleimidometil) ciclohexano-1-carboxilato (sulfo-SMCC). El
cociente molar del péptido:transportador se estima por el andlisis de aminodcidos del complejo relativo al andlisis de
aminodcidos de la proteina del transportador solamente después de hidrélisis de acido.

El conejo se inmuniza con KLH-VADPpYDQSFEC vy el antisuero se purifica con una columna de G sefarosa
(Amersham, 17-0619-01), la IgG se pasa a través de tiopropilsefarosa 6B acoplada con p38a(319-328)C(323pY) y el
anticuerpo policlonal se une a sulfa-NHS-LC-biotina (Pierce 21335). Para el andlisis por western-blot, anti-fosfop38
(T180/Y182), anti-MKK3, anti-fosfoMKK3/6 y anti-MKK3 fueron obtenidos de Cell signaling. Los anticuerpos se-
cundarios marcados con HRP fueron obtenidos de Dako. Para el andlisis por citometria de flujo, el anti-fosfop38
(T180/Y182) estd conjugado con alexa 647 y se obtuvo de Pharmingen y la avidina conjugada con ficoeritrina de
Southernbiotech.

Estudio de la fosforilacion de p38
Western-blot

Las células se solubilizan con un tampén de lisis (1% Tritén X-100, 20 mM Tris (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 1 mM EGTA, 2,5 mM pirofosfato sédico, 1 mM b-Glicerofosfato, ] mM Na;VO,, 1 mg/ml de leupeptina y 1
mM PMSF) y se centrifugan (20.800 G, 10 minutos a 4°C). Las proteinas se resuelven por SDS-PAGE (al 10%) y se
transfieren a una membrana de Immobilon-P (Millipore Inc.). Para analizar las diferentes proteinas se usa el tamp6n
Tris-HC1 62 mM (pH 6.8), 2% de SDS y 100 mM de b-mercaptoetanol. El revelado se realiza usando quimioluminis-
cencia (PerkinElmer).

Citometria de flujo

Tras el estimulo, las células se resuspenden en PBS (Roche) el + 1% de formaldehido (sigma) y se fijan durante 10
minutos a 37°C y 1 minuto en hielo. Las muestras humanas siguen este procedimiento tras estar O/N en el incubador.

Para usar el anticuerpo anti-fosfop38 (T180/Y 182) (Pharmingen) la permeabilizacién se realiza con metanol frio
al 100% (Merck), al pellet celular resuspendido en PBS frio se le afiade lentamente y agitando el metanol para que
la concentracién final sea del 90% y se incuba 1 hora a -20°C. Las células se lavan y 5x10° células se resuspenden
en 90 ml PBS + 0.5% de BSA (sigma) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Y entonces se incuban con 10 ml
del anticuerpo fosfoespecifico del residuo T180/Y 182 de p38 conjugado con alexa 647 durante 1 hora a temperatura
ambiente. Para usar el anticuerpo policlonal que reconoce el residuo de Y323 fosforilado (generado en el CNB), 5x103
se resuspenden en 50 ml de PBS + 0.5% BSA + 0.1% saponina (sigma) durante 10 minutos a temperatura ambiente y
después se incuban con 1,5 mg del anticuerpo policlonal pY323p38 conjugado con biotina durante 1 hora a temperatura
ambiente. Para el estudio de fosforilacion del residuo de Y323 de p38, las células se incuban con el 30 ml de avidina
conjugada con ficoeritrina (Southernbiotech) (1: 200 dilucién) durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, las
células se lavan con el PBS+0.5%BSA, mas 0,1% de saponina en el caso del anticuerpo anti-pY323p38, y se analizan
en un citémetro (FACSCalibur, Becton Dickinson). Un minimo de 100.000 células se analiza por muestra, excluyendo
las células no viables. Los resultados se analizan mediante el software Cytomics RXP.

Activacion celular

3x10° células/pocillo se depositan en placas de 24 pocillos y después de 60-90 minutos a 37°C, se estimulan durante
10 minutos (Jurkat y JCaM) y 5 minutos (p116 y p116.c139) con oCD3 (0,5 6 2 mg/ml), «CD28 (2 mg/ml) y «CD3
(0,5 mg/ml) +aCD28 (2 mg/ml) (Pharmingen) Para el andlisis por citometria de flujo, previo a la estimulacion, las
células se incuban durante la noche en ausencia de suero.

En el caso de las células de ratén, 3x106 células/pocillo se depositan en placas de 24 pocillos y después de 60-90

minutos a 37°C, se estimulan durante 30 minutos con «CD3 (0,5 6 2 mg/ml), «CD28 (2 mg/ml) y «CD3 (0,5 mg/ml)
+aCD28 (2 mg/ml) utilizando un anti-IgG como crosslinker del ®CD3 (Pharmingen) y del «CD28 (Pharmingen).
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Ensayo de actividad

Las células fueron solubilizadas en tampén de lisis. p38 fue inmunoprecipitado con anti-p38 a 30°C durante 20
minutos en un volumen de 50 ml del tamp6n (25 mM Tris, pH 7,5, 5 mM de b-glicerofosfato, 2 mM de ditiotreitol,
0,1 mM Na; VO, y 10 mM de MgCl,) con 1 mg de proteina de fusiéon ATF-2 (Cell signaling) y 50 mM de ATP (Cell
signaling). La fosforilacion de ATF-2 se detecta por western-blot usando anti-ATF-2 (Cell signaling).
Andlisis estadistico

Para el andlisis de la poblacién global de los datos de inmunofluorescencia obtenidos del estudio de fosforilacién
de p38 en sus diferentes residuos por citometria de flujo, de las muestras de las diferentes enfermedades se utilizd el
test de Kruskal-Wallis. Para el andlisis individualizado de la fosforilacién de p38 por citometria en relacién con los
datos clinicos de cada enfermedad, se llevé a cabo un andlisis multivariable utilizando el modelo lineal generalizado.
Se asumieron diferencias significativas cuando se obtenia una significacién <0,05.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de diagnéstico y prondstico de una enfermedad autoinmune caracterizado porque se basa en la
determinacidn in vitro del nivel de fosforilacion de la quinasa p38 en el residuo tirosina Y323 en células del sistema
inmune y porque comprende las siguientes etapas:

a) identificacion o determinacién del nivel de fosforilacion de la quinasa p38 en el residuo tirosina Y323, en una
muestra bioldgica, preferentemente sangre y on células del sistema inmune, mas preferentemente linfocitos T,

b) comparacién de dicha determinacidn observada en a) con una muestra bioldgica control, y

¢) diagnéstico y/o prondstico de una enfermedad autoinmune cuando los niveles fosforilacion superan a los obte-
nidos en la muestra control.

2. Procedimiento segtn la reivindicacién 1 caracterizado porque la determinacién de a) se realiza con un anti-
cuerpo especifico del péptido sintético de SEQ ID NOI, como el anticuerpo anti pY323, anti-pTyr323, especifico de
la Y323 fosforilada, desarrollado en la presente invencion.

3. Procedimiento segun la reivindicacién 1 caracterizado porque la determinacién de a) se realiza mediante una
técnica capaz de detectar un anticuerpo perteneciente al siguiente grupo: citometria de flujo, Western blot, Dot blot,
inmunoprecipitacién, ELISA, enzimoinmunoensayo, dispositivo tipo biochip o microarray, inmunofluorescencia, in-
munohistoquimica, inmunocitoquimica, microscopia confocal, microscopia de fluorescencia y Delfia.

4. Procedimiento segun la reivindicacion 1 caracterizado porque la técnica es citometria de flujo y porque se
utiliza un anticuerpo policlonal especifico del péptido sintético de SEQ ID NOI1 y donde se seleccionan linfocitos T
de la muestra bioldgica.

5. Procedimiento segtin las reivindicaciones 1 a la 4 caracterizado porque la enfermedad autoinmune que se
diagndstica en c) pertenece al siguiente grupo: lupus eritematoso sistémico y artritis reumatoide.

6. Procedimiento segiin las reivindicaciones 1 a la 4 caracterizado porque la enfermedad autoinmune que se
diagndstica en c) pertenece al siguiente grupo: espondilitis anquilosante.

7. Anticuerpo util para el diagnéstico, prondstico y seguimiento de enfermedades autoinmunes caracterizado
porque es un anticuerpo especifico del péptido sintético de p38a (VADPpYDQSFE) (SEQ ID NO1).

8. Anticuerpo segtn la reivindicacién 7 caracterizado porque es policlonal o monoclonal.

9. Procedimiento de obtencién del anticuerpo segtn las reivindicaciones 7 y 8 caracterizado porque es un anti-
cuerpo policlonal y porque comprende las siguientes etapas:

1) inmunizacién del animal mediante un péptido que contenga una tirosina fosforilada (Tyr323) representativa
de la Tyr323 fosforilada de la proteina p38, preferentemente con el péptido VADPpYDQSFE ((319-328)-C
(pY323), SEQ ID NO1),

ii) una etapa de purificacion de los anticuerpos de isotipo IgG,

iii)  una etapa de purificaciéon de los anticuerpos que reconocen el péptido VADPpYDQSFE ((319-328)-C
(pY323) fosforilado, por ejemplo, la IgG se pasa a través de una columna tiopropilsefarosa 6B acoplada
con el péptido p38a(319-328)C(323pY), y opcionalmente

iv) preparacion del anticuerpo de la invencidn para posteriores estudios.

10. Procedimiento segtin la reivindicacién 9 caracterizado porque el antigeno utilizado para inmunizar el animal
en i) es el péptido VADPpYDQSFE ((319-328)-C(pY323), SEQ ID NO1).

11. Uso del anticuerpo segun las reivindicaciones 7 y 8 en el diagndstico, prondstico y/o seguimiento, in vitro de
enfermedades, desérdenes o patologias que cursan con alteracion de la quinasa p38.

12. Uso del anticuerpo segin la reivindicacién 11 caracterizado porque la enfermedad, desorden o patologia es
de origen autoinmune perteneciente al siguiente grupo: Artritis reumatoide juvenil, Osteoartritis, Artritis psoridtica,
Esclerosis multiple, Miastenia gravis, Lupus eritematoso sistémico, Lupus eritematoso cutdneo, Diabetes mellitas,
Nefritis autoinmune o ldpica, Sindrome GoodPateur, Enfermedad de Addison autoinmune, Tiroiditis autoinmune,
Dermatitis atépica, Dermatitis eccematosa, Psoriasis, Pénfigo, Sindrome Sjongren, Alopecia areata, Respuesta alérgi-
ca debida a infeccidn por picadura de artrépodos, Enfermedad inflamatoria intestinal (Enfermedad de Crohn y Colitis
ulcerosa), Enfermedad celiaca, Ulcera aftosa, Iritis, Conjuntivitis, Queratoconjuntivitis, Asma, Asma alérgico, Escle-
roderma, Tiroiditis, Vaginitis, Prostatitis, Erupcién por drogas, Reacciones de inversion en la lepra, Eritema nodoso
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leproso, Uveitis autoinmune (anterior, intermedia y posterior), Encefalomielitis alérgica, Encefalomielitis autoinmune,
Fiebre reumdtica, Encefalopatia hemorragica aguda necrotizante, Pérdida del oido sensoneuronal progresiva bilateral
idiomadtica, Gingivitis, Anemia apldsica, Aplasia pura de células roja, Trombocitopenia idiomatica, Policondritis, Gra-
nulomatosis de Wegener, Hepatitis cronica activa, Sindrome de Stevens-Johnson, Esprue idiomético, Manifestaciones
cutdneas del liquen plano, Oftalmopatia de Graves, Sarcoidosis, Cirrosis biliar primaria, Fibrosis pulmonar intersticial,
Pancreatitis Linfoplasmocitaria Esclerosante y Pancreatitis aguda.

13. Uso del anticuerpo segun la reivindicacién 11 caracterizado porque la enfermedad, desorden o patologia es
de origen tumoral.

14. Uso del anticuerpo segin la reivindicacion 11 caracterizado porque la enfermedad, desorden o patologia es de
origen inflamatorio perteneciente al siguiente grupo: enfermedad de injerto contra huésped en trasplantes e infecciones
virales.

15. Uso del anticuerpo segtin las reivindicaciones 7 y 8 en un procedimiento biotecnolégico de identificacién de la
proteina p38 fosforilada en la Y323 perteneciente al siguiente grupo:

1) procedimiento de identificacién de compuestos, preferentemente inhibidores, que alteran la actividad de la pro-
tefna p38 mediada por dicha Y323 fosforilada, o en un

ii) procedimiento de elaboracion de una composicion terapéutica util para el tratamiento de enfermedades que
cursen con una alteracion de la expresion de esta forma fosforilada Y323 de p38.

16. Composicién farmacéutica o medicamento ttil para el tratamiento de enfermedades que cursen con alteracién
de la proteina p38 fosforilada en Y323 caracterizado porque comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de
un anticuerpo especifico de la proteina p38 fosforilada en Y323, ya sea monoclonal o policlonal, preferentemente
un anticuerpo policlonal especifico del péptido de secuencia SEQ ID NOI, junto con, opcionalmente, uno o mas
adyuvantes y/o vehiculos farmacéuticamente aceptables.

17. Uso de la composicién farmacéutica segtin la reivindicacién 16 en un método de tratamiento de un mamifero,
preferentemente un ser humano, afectado por una enfermedad que cursa con alteracion de la expresién de la proteina
p38 fosforilada en Y323 consistente en la administracién de dicha composicion terapéutica que inhibe la actividad de
dicha proteina.

18. Uso de la composicién farmacéutica segun la reivindicacion 17 caracterizado porque la enfermedad pertenece

al siguiente grupo: enfermedades autoinmunes -preferentemente, lupus eritematoso sistémico y artritis reumatoide-,
alérgicas, inflamatorias, alteraciones linfoproliferativas como leucemias y cénceres.
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Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacidn industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion:

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como ha sido publicada.
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200702770

1. Documentos considerados:

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la reali-
zacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
D01 WO 2005077983 A2 25-08-2005
D02 COMB MJ. The NEB Transcript . Diciembre 1995. Vol. 7(1), pagi- 1995

nas 1-4.
D03 WO 2004014907 A1 19-02-2004
D04 SALVADOR JM et al. Nature Immunology. 2005. Vol. 6(4), paginas 2005
390-395.
D05 WO 2007028430 A1 15-03-2007

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de marzo,
de patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La presente solicitud divulga un procedimiento de diagnéstico y pronéstico de una enfermedad autoinmune, mediante la deter-
minacion in vitro del nivel de fosforilacion de la quinasa p38 en el residuo tirosina Y323, con ayuda del anticuerpo policlonal,
anti-pTyr 323, especifico para el péptido sintético identificado como SEQ ID NO1. Se reivindica también dicho anticuerpo y el
procedimiento de obtencién, asi como su uso, por una parte, para diagnéstico, pronostico y/o seguimiento de enfermedades
relacionadas con alteraciones de la quinasa p38, que pueden ser autoinmunes, de origen tumoral, trasplantes o infecciones
virales y, por otra, en un procedimiento biotecnolégico de identificacion de la proteina p38 fosforilada en la Y323, ya sea para
identificar compuestos que alteran la actividad de dicha proteina p38 mediada por la Y323 fosforilada o en una composicién
farmacéutica para tratamiento de enfermedades relacionadas con la expresién de dicha forma fosforilada de p38. La invencion
se refiere también al uso de dicha composicién farmacéutica para tratamiento de enfermedades relacionadas con alteraciones
de la quinasa p38, que pueden ser autoinmunes, alérgicas, inflamatorias o en procesos de tumores y cancer, (reivindicaciones
1-18).

El documento D01 se refiere a que la proteina quinasa p38 en algunos tipos de células, como las células T, es fosforilada
Unicamente en la tirosina Y323. En base a este descubrimiento, divulga composiciones y métodos para modular la actividad
de la p38 mediante fosforilacion de la Y323, incluyendo un anticuerpo especifico para un péptido, fosforilado o no en el resi-
duo tirosina Y323, de la p38. También se refiere composiciones farmacéuticas y a métodos de diagnoéstico y tratamiento de
enfermedades relacionadas con el sistema autoinmune (ver pagina 2, lineas 20-28; pagina 3, linea 1 - pagina 5, linea 25;
reivindicaciones 2, 4, 7-13, 17-21, 23-28).

El documento D02 estudia los anticuerpos fosfoespecificos como nuevas herramientas para el estudio de la fosforilacién de
proteinas, refiriéndose especialmente a las quinasas activadas por mitégenos y, a que el desarrollo de anticuerpos fosfotirosina
especificos ha contribuido al analisis de la fosforilacion de proteinas. La inmunizacién de animales con fosfopéptidos de 10-15
aminoacidos, unidos a hemocianina, proporciona un antisuero policlonal del que se obtienen los anticuerpos fosfoespecificos
por cromatografia de afinidad en dos pasos (ver pagina 2, columnas 2,3).

El documento D03 divulga una serie de compuestos para su uso como composiciones farmacéuticas o medicamentos para
tratamiento o prevencion de una enfermedad relacionada con una alteracion en la proteina quinasa p38; por €j., artritis reuma-
toide, espondilitis anquilosante, lupus eritematoso y otras enfermedades de tipo inflamatorio, inmunolégico, tumoral, etc. (ver
pagina 27, linea 14 - pagina 28, linea 15; reivindicaciones 21-22).

El documento D04 se refiere a las proteinas quinasas activadas por mitégenos y a su funcién clave como reguladoras en la
respuesta inmune. La sefalizacién de p38 esta implicada en muchos procesos fisiolégicos y su actividad esta regulada por una
compleja cascada de fosforilacién que produce una doble fosforilacién en los residuos Thr180-Tyr182. En este documento, se
identifica una nueva via, alternativa, de activacion de 38 mediada por la tirosina quinasa Zap70 que fosforila a p38 en un residuo
de tirosina situado en la posicién 323, induciendo un proceso de auto fosforilacién y activacion de p38. Esta ruta alternativa
proporciona una diana para estudios relacionados con la actividad de p38 en tejidos especificos (ver pagina 390, resumen).
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El documento D05 se refiere a un nuevo sitio de fosforilacion para las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK) que
se encuentra en el residuo treonina, en la posicién 123, de la quinasa p38. Estas proteinas, fosforiladas en Thr123 pueden
ser empleadas para diagnostico de una enfermedad en la que esta involucrada una proteina MAPK. También se refiere a una
composicion farmacéutica que contiene un anticuerpo especifico 0 un compuesto capaz de unirse a una proteina MAPK, asi
como un método de tratamiento y seguimiento una enfermedad, mediada por una MAPK activada, mediante la determinacién
de los niveles de proteina y deteccion de la fosforilacién en el residuo treonina, Thr123 (ver pagina 2, lineas 11-29; pagina 12,
linea 31 - pagina 32, linea 16).

1. NOVEDAD Y ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 6.1y 8.1 LP 11/1986)

El objeto técnico de la invencion es un procedimiento de diagnéstico, pronéstico y tratamiento de una enfermedad autoinmune,
basandose en la determinacién in vitro del nivel de fosforilacién de la quinasa p38 en el residuo tirosina Y323, con ayuda del
anticuerpo policlonal, anti-pTyr 323, especifico para el péptido sintético identificado como SEQ ID NO1.

1.1. REIVINDICACIONES 1-18

El documentos D01 se considera el mas cercano al estado de la técnica ya que anticipa un procedimiento de diagnéstico,
prondstico y tratamiento de una enfermedad autoinmune, basandose en la determinacién in vitro del nivel de fosforilacién de
la quinasa p38 en el residuo tirosina Y323, incluyendo una serie de péptidos, fosforilados o no, entre los que se encuentra el
identificado cono SEQ ID NO13 que coincide con la SEQ ID NO1 de la invencién; anticipando al mismo tiempo un anticuerpo
policlonal, anti-pTyr 323, especifico para dicho péptido. Aunque el documento D01 no especifica ni reivindica el procedimiento
de obtencién de dicho anticuerpo policlonal, se considera la obtencién de estos anticuerpos es de sobra conocida en el estado
de la técnica, no aportando la presente invencién ninguna caracteristica especial. Del mismo modo, la espondilitis anquilosante
es un tipo de artritis 0 enfermedad inflamatoria crénica que no aporta ninguna caracteristica técnica especial a la invencion.

El documento D02 anticipa la obtencion de anticuerpos fosfotirosina especificos en quinasas activadas por mitégenos, inmu-
nizando al animal con fosfopéptidos sintéticos, de 10-15 aminodacidos, y purificando los anticuerpos policlonales por doble
cromatografia a partir del antisuero policlonal obtenido, de modo que seria obvio para un experto en la materia aplicar esta
metodologia para la obtencion del péptido identificado en la invencién como SEQ ID NO1.

Por otra parte, el documento D03 anticipa el uso de compuestos que interfieren en la activacién de la proteina quinasa p38
para tratamiento o prevencién de enfermedades de tipo inflamatorio como la espondilitis anquilosante, de lo que se deduce que
seria obvio para un experto en la materia el uso del péptido identificado en la invencién como SEQ ID NO1 en un procedimiento
de diagnostico, prondstico y tratamiento de esta enfermedad.

Segun lo expuesto en el documento D01, la invencién tal y como se recoge en las reivindicaciones 1-18 carece de novedad y
de actividad inventiva (Art. 6.1 y 8.1 LP 11/1986)

Segun lo divulgado en los documentos D02 y D03, las reivindicaciones 6, 9 no cumplen con el requisito de actividad inventiva
(Art. 8.1 LP 11/1986)

Los documentos D04-D05, se refieren al estado de la técnica y no se consideran relevantes en relacion con el objeto de la
invencién.
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