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DESCRIPCION

Uso de galectina-2.
La presente invencion se refiere a los usos de galectina-2.

La funcién principal del sistema inmunitario de los animales superiores es la distincioén entre entidades extrafias,
tales como agentes infecciosos, bacterias, virus, etc., de los propios componentes del cuerpo. El sistema inmunitario es
un sistema dindmico que muestra un comportamiento plastico, 1o que significa que el sistema inmunitario en un sistema
que aprende a lo largo de toda la duracién de la vida de un individuo. Durante el desarrollo del cuerpo, normalmente
el sistema inmunitario adquiere la capacidad de tolerar los componentes propios mientras que desarrolla y mantiene la
capacidad de reconocer los componentes extrafios. La adquisicion de la autotolerancia se produce por delecién clonal
de las células T autorreactivas mediante apoptosis en la glandula del timo durante el periodo perinatal, y mediante la
inhibicién funcional de las células T y B autorreactivas en los estadios mds tardios del desarrollo. En la actualidad no
estd completamente claro como se mantiene el sistema de autotolerancia o cémo, bajo circunstancias especificas, deja
de funcionar. A veces, el organismo pierde su capacidad de autotolerancia y el sistema inmunitario del organismo deja
de discriminar entre antigenos propios y ajenos, como resultado de lo cual se inicia una respuesta autoinmunitaria que
se manifiesta en la activacién y expansion clonal de linfocitos autorreactivos y la produccion de autoanticuerpos frente
a antigenos aut6logos de los tejidos normales del cuerpo. Existen distintos modelos animales para diversas enferme-
dades autoinmunitarias, pero a partir de ellos no esta claro qué produce la aparicién de una respuesta autoinmunitaria
ni, en muchos casos, cudl serd el curso posterior de los acontecimientos tras una respuesta autoinmunitaria inicial.
Muchas de las enfermedades autoinmunitarias son raras. De origen multifactorial, las enfermedades autoinmunitarias
se producen con mayor frecuencia en individuos con una predisposicién genética. Esto puede estar provocado por
debilidad especifica de los controles reguladores inmunitarios, algunos factores ambientales, etc., cuya combinacién
puede conducir por dltimo a que el sistema inmunitario inicie un ataque frente a componentes propios.

Las enfermedades autoinmunitarias pueden clasificarse en preferiblemente enfermedades sistémicas y preferible-
mente enfermedades especificas de 6rgano. En las enfermedades autoinmunitarias sistémicas se produce lesion tisular
e inflamacién en multiples sitios en 6rganos sin relacién con su composicién antigénica. En muchos casos, tales en-
fermedades autoinmunitarias sistémicas se inician mediante la deposicién de los complejos inmunitarios autélogos
circulantes que se forman mediante respuestas de autoanticuerpos a antigenos celulares solubles ubicuos.

Ejemplos tipicos de estas enfermedades autoinmunitarias sistémicas son lupus eritematoso sistémico, escleroder-
mia, polimiositis, artritis reumatoide y espondilitis anquilosante. Las enfermedades autoinmunitarias especificas de
érgano, por otro lado, pueden clasificarse ademas segun el 6rgano al que afectan. Las enfermedades autoinmunitarias
del sistema nervioso incluyen esclerosis multiple, miastenia grave, neuropatias autoinmunitarias, tales como Guillain-
Barré. Las enfermedades autoinmunitarias que afectan al sistema gastrointestinal son enfermedad de Crohn, colitis
ulcerosa, cirrosis biliar primaria, colangitis esclerosante primaria, enfermedad celiaca, enteropatia autoinmunitaria,
y hepatitis autoinmunitaria. Las enfermedades autoinmunitarias que afectan a las gldndulas endocrinas son diabetes
mellitus tipo 1, enfermedad de Grave, tiroiditis de Hashimoto y ovaritis autoinmunitaria.

La enfermedad de Crohn (EC) es una enfermedad autoinmunitaria que puede afectar a cualquier parte del tracto
digestivo, desde la boca hasta el ano. Sin embargo, normalmente se produce en la parte inferior del intestino delgado.
Se manifiesta como una inflamacién grave que se extiende profundamente en el revestimiento del intestino. Los sinto-
mas de la enfermedad de Crohn son dolor abdominal, diarrea, hemorragia rectal, pérdida de peso y fiebre. La etiologia
de la enfermedad de Crohn atin no esta clara. El diagnéstico se realiza normalmente mediante la presentacién de los
sintomas clinicos tipicos, y una combinacién de pruebas sanguineas, colonoscopia incluyendo biopsia, exploracién
con rayos X con agentes de contraste, formacidon de imdgenes por resonancia magnética o TAC. El tratamiento de la
enfermedad de Crohn incluye agentes antiinflamatorios tales como mesalazina, sulfasalazina, corticosteroides e inmu-
nosupresores. Estos tltimos incluyen 6-mercaptopurina y azatioprina. Recientemente se ha autorizado un anticuerpo
monoclonal (Acm), el infliximab, para el tratamiento de la enfermedad de Crohn moderada a grave o fistulizante que
no responde a los tratamientos convencionales, tales como mesalazina, corticosteroides y/o agentes inmunosupresores
y antibidticos en la EC fistulizante. El infliximab, que es el primer agente aprobado especificamente para la AR y
la enfermedad de Crohn es un anticuerpo quimérico frente al factor de necrosis tumoral a (anti-TNF «). El TNF «
es una citoquina producida por el sistema inmunitario y desempefia un papel clave en la patogenia de la enfermedad
de Crohn. El tratamiento de pacientes con EC induce apoptosis de las células T de la ldmina propia y de los macré-
fagos ubicados en la mucosa intestinal o en las articulaciones. Sin embargo, durante el tratamiento con infliximab,
se generan con frecuencia otros anticuerpos que atenudan la accién del anticuerpo anti-TNF « (New England Journal
of Medicine 2003; 348:601-608) y provoca intolerancia (hipersensibilidad de tipo I). Ademads, el infliximab parece
inhibir el sistema inmunitario en general, exponiendo asf al organismo a superinfecciones secundarias y provocando,
por tanto, septicemia, tuberculosis y muerte.

También se cree que la artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmunitaria. La artritis reumatoide provo-
ca inflamacién y deformidad de las articulaciones. También pueden desarrollarse otros problemas en todo el cuerpo,
incluyendo inflamacién de los vasos sanguineos, desarrollo de nédulos artriticos reumatoides y osteoporosis. La ar-
tritis reumatoide se considera una enfermedad autoinmunitaria adquirida y en la que los factores genéticos parecen
desempefar un papel. La presencia del anticuerpo HLA-DR4 en el 70 por ciento de los pacientes con AR apoya
la predisposicién genética a la enfermedad. Los pacientes que tienen artritis reumatoide, en muchos casos, también
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muestran factores reumatoides (FR), que son anticuerpos frente a IgG y que estan presentes en el 60-80 por ciento de
los adultos con la enfermedad. Los titulos altos de factores reumatoides normalmente se asocian con una enfermedad
articular mds grave y activa, una implicacién sistémica mayor y un prondstico de remisién peor. La artritis reumatoide,
asi como otras enfermedades autoinmunitarias, incluye alteraciones inflamatorias e inmunoldgicas extendidas de teji-
do conjuntivo. Ya que las enfermedades autoinmunitarias comparten muchos hallazgos clinicos, hacer un diagnéstico
diferencial es dificil frecuentemente. La prevalencia de la enfermedad es del 1-2 por ciento de la poblacién general y
se encuentra en todo el mundo. Parece haber cierta predisposicion en las mujeres que muestran una razén 3:1 frente a
los hombres con respecto a la produccién y la aparicion de la enfermedad. La enfermedad normalmente se manifiesta
en adultos de edades comprendidas entre 40 y 60 afios. La etiologia de la artritis reumatoide sigue sin conocerse. Se
han estudiado ampliamente factores metabdlicos y nutricionales, el sistema endocrino, datos geograficos, psicoldgicos
y ocupacionales sin hallazgos concluyentes. Hay varias teorfas etioldgicas sobre la artritis reumatoide, algunas de las
cuales postulan un antigeno desconocido que inicia la respuesta autoinmunitaria. Otras sospechan un origen infeccio-
so del proceso de la enfermedad, que ha incluido diversas bacterias y virus pero sin pruebas de los acontecimientos
desencadenantes. De nuevo, la artritis reumatoide se diagnostica usando criterios convencionales (ARA) (Asociacién
Americana de Reumatismo - véase también como ejemplo http://www.shim.org/rheumatology/1987ra.html) incluyen-
do varias pruebas, que incluyen andlisis de sangre, en particular pruebas de velocidad de sedimentacién de eritrocitos,
pruebas de anemia y pruebas de factor reumatoide. Ademads, ya que la artritis reumatoide afecta en particular a las
articulaciones sinoviales, se examina el liquido sinovial. Cuando hay artritis reumatoide, el liquido tiene un contenido
en proteinas aumentado y un contenido en glucosa disminuido o normal. Ademds, contiene un nimero de glébulos
blancos superior al normal. Normalmente el diagndstico de la artritis reumatoide es una combinacién de resultados po-
sitivos de diversas de las pruebas mencionadas anteriormente. La artritis reumatoide puede tratarse de varias maneras,
aunque no hay cura hasta la fecha. La artritis reumatoide puede tratarse con agentes antiinflamatorios no esteroideos,
con farmacos antirreumadticos, incluyendo penicilamina e inhibidores de la ciclooxigenasa-2. Ademads, como la enfer-
medad de Crohn, la artritis reumatoide también se estd tratando con anticuerpos dirigidos frente al TNF «, tales como
infliximab, etanercept y adalimumab. Adicionalmente, muy recientemente, también se ha autorizado la comercializa-
cién de un antagonista del receptor de IL-1, el anakinra, para el tratamiento de la AR. Segtin los estudios preliminares,
se sugiere que el anakinra se administre en combinacién con metotrexato que, de nuevo, puede tener efectos secun-
darios graves. Sin embargo, todos los agentes mencionados anteriormente muestran efectos secundarios mds o menos
graves.

Por consiguiente, existe una necesidad en la técnica de tratamientos alternativos y eficaces para las enfermedades
autoinmunitarias. En particular, existe una necesidad continua en la técnica de un tratamiento eficaz para las enferme-
dades inflamatorias del intestino y la artritis reumatoide.

Las galectinas son miembros de una familia altamente conservada de lectinas que se unen al -galactésido que
aparecen cada vez mas como reguladores significativos de la homeostasia de las células inmunitarias (1, 2). Las
propiedades bioldgicas de las galectinas de mamiferos incluyen la regulacion de la proliferacion celular, la inflamacion,
la adhesion celular y la muerte celular (3-5). De manera interesante, a pesar de la amplia homologia de secuencia
y una especificidad de hidratos de carbono similar, diversos miembros de esta familia de proteinas se comportan
como amplificadores de la cascada inflamatoria, mientras que otros activan las sefiales homeostdsicas para prevenir
las respuestas inmunitarias (6). Asi, lo que se aplica a uno de los miembros de la familia de galectina, no se aplica
también necesariamente a otros miembros.

La galectina-2 se descubri6 durante la clonacidn de la galectina-1 y tiene una identidad de secuencia del 43% a la
galectina-1 humana, lo que revela la mayor homologia con la galectina-1 entre todas las demds galectinas examinadas
(7). La galectina-2 es un dimero no covalente con subunidades de aproximadamente 14 kDa (7). La expresi6én de la
galectina-2 parece estar limitada al tracto gastrointestinal (GI) (8, 9). También se sabe que las células epiteliales intes-
tinales que expresan galectina-2 normalmente no expresan la galectina-1 y que la galectina-2 no se expresa en niveles
elevados en ratones mutantes sin galectina-1 (10). Mientras que se han estudiado mas ampliamente las propiedades de
la galectina-1, la funcion de la galectina-2 no se ha estudiado tanto y por tanto, sigue sin aclararse hasta ahora.

La capacidad de las células para adherirse a los constituyentes de la matriz extracelular (MEC) es un proceso
fundamental implicado no sélo en el crecimiento celular, la apoptosis, la angiogénesis, la invasién tumoral y la infla-
macién (14, 15). La adhesion de las células T a la MEC estd mediada por integrinas, una gran familia de receptores
heterodiméricos que estd constituida por ocho subunidades S distintas y 17 cadenas @ que controlan la especificidad de
ligando de la matriz (16, 17). Las galectinas modulan la adhesién celular mediante distintos mecanismos incluyendo
la unién de hidratos de carbono ligandos en las células cercanas, el entrecruzamiento de galectinas que se asocian a
la superficie celular, la unién directa a compuestos de la MEC, las interacciones proteina-hidrato de carbono o la in-
teraccion con las integrinas (14, 18). Las miiltiples opciones de las galectinas para influir en la adhesién célula-célula
y célula-MEC puede explicar por qué las galectinas tienen efectos pro y antiadhesivos en distintos tipos celulares y
con distintos constituyentes de la MEC (6). Las células T sanguineas circulantes sélo expresan cantidades moderadas
de integrinas 1 en su superficie celular, mientras que estas células en reposo se adhieren escasamente a la MEC (17).
La activacion de las células T sanguineas estimula un aumento rdpido de la adhesién mediada por 81 asociada a la
afinidad y avidez potenciadas por integrinas (17), necesarias para la migracién de las células inmunitarias y su ubi-
cacion en los sitios efectores en el sistema inmunitario humano integrado en la mucosa (19). La galectina-1 se une a
la integrina 81 y aumenta de manera transitoria su disponibilidad en la superficie celular mientras que la galectina-3
media la endocitosis de, y por tanto, regula por disminucién las integrinas S1 en células de carcinoma de mama (18,
20).
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La solicitud de patente de los EE. UU. n° 2004/0023855 A1 describe particulas para uso en sistemas bioldgicos para
administrar agentes bioldgicamente activos a células o tejidos. La solicitud describe las galectinas, entre otros como
componentes bioactivos. En general se describe que las galectinas desempefian un papel en procesos inflamatorios,
inmunomoduladores y tumorigénicos y ademds describe diversas galectinas que tienen un intervalo muy variado de
actividades biol6gicas. No se describe ninguna actividad de la galectina-2.

El documento JP20010129200 describe la utilidad de la galectina-1, 3 y 9 como componentes eficaces en la pre-
vencidn y el tratamiento de la nefritis. No se comenta la galectina 2 ni se describe actividad alguna de la misma.

Las células inmunitarias deben responder a los antigenos de manera selectiva y equilibrada que les permita efectuar
una respuesta eficaz mediante el progreso en el ciclo celular, la expansion y finalmente, experimentar apoptosis una vez
que se ha eliminado el antigeno (11, 12). Mientras que esta caracteristica estd normalmente fuertemente equilibrada
mediante promotores e inhibidores del ciclo celular y la apoptosis (13), muchas enfermedades se basan en o bien un
ciclo celular descontrolado o bien una apoptosis alterada, lo que conduce a una proliferacién celular no restringida
y por tanto al cdncer o a trastornos autoinmunitarios tales como artritis reumatoide o enfermedades inflamatorias del
Intestino.

Estas enfermedades son incurables hasta la fecha, y los tratamientos existentes o bien no son muy eficaces o bien
muestran efectos secundarios graves.

Por consiguiente, era un objeto de la presente invencién proporcionar un tratamiento eficaz de las enfermedades con
un sistema inmunitario que funciona mal. Ademads, era un objeto de la presente invencion proporcionar un tratamiento
que muestre menores efectos secundarios que los procedimientos disponibles en la actualidad. También era un objeto
proporcionar un tratamiento eficaz de las enfermedades con una apoptosis alterada de células T.

Todos estos objetos se resuelven mediante el uso de la galectina-2 o de un 4cido nucleico que codifica para galec-
tina-2 o de su hebra complementaria, o un 4cido nucleico que hibrida con tal dcido nucleico codificante o su hebra
complementaria, para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de un paciente que tiene una enfermedad
con apoptosis alterada de células T.

En una realizacidn, dicha apoptosis alterada, en particular dicha apoptosis alterada de células T estd implicada en
o0 asociada con la patogenia de dicha enfermedad.

Dicha enfermedad con apoptosis alterada de células T se selecciona del grupo que comprende enfermedades auto-
inmunitarias y enfermedades de células T tumorales. Preferiblemente dichas enfermedades autoinmunitarias se se-
leccionan del grupo que comprende artritis reumatoide, enfermedades inflamatorias del intestino, esclerosis multiple,
psoriasis, lupus eritematoso, esclerodermia, hepatitis autoinmunitaria y nefritis autoinmunitaria, en las que, mds pre-
feriblemente, dichas enfermedades inflamatorias del intestino son enfermedad de Crohn o colitis ulcerosa o colitis
indeterminada.

Preferiblemente, dicha enfermedad inflamatoria del intestino es la enfermedad de Crohn.
En otra realizacion, dicha enfermedad autoinmunitaria es artritis reumatoide.

En una realizacién, dichas enfermedades de células T tumorales se seleccionan del grupo que comprende linfomas
T no-Hodgkin periféricos y linfoblasticos/nodales y extranodales.

Preferiblemente dicha galectina-2 es galectina-2 humana o de rata.

En una realizacion, dicha galectina-2 tiene una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que comprende
SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO: 2.

En una realizacién, dicha galectina-2 se administra en combinacién con un agente que inhibe la proliferacion de
las células T y/o un agente que induce la apoptosis de las células T.

Preferiblemente, dicho agente que inhibe la proliferacion de las células T se selecciona del grupo que comprende
esteroides, macroélidos, tales como ciclosporina y rapamicina, tacrolimus, azatioprina, 6-mercaptopurina, metotrexato
y ciclofosfamida.

Preferiblemente, dicho agente que induce la apoptosis de las células T se selecciona del grupo que comprende
anticuerpo anti-TNFa (infliximab, adalimumab y CDP 870), etanercept, leflunamida, natalizamab (Acm anti-Integrina
a47), visilizumab (Acm anti-CD3).

En una realizacidn, dicha galectina-2 se administra en combinacién con un farmaco que induce la apoptosis de
las células T mediante una ruta dependiente de caspasa-8, en la que tal farmaco puede ser uno de los mencionados
anteriormente.
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En una realizacién, dicha galectina-2 se administra en un paciente que no muestra o que no ha mostrado una
respuesta medible a un firmaco que se sabe que induce normalmente apoptosis de las células T mediante una ruta
dependiente de caspasa-8, en la que tal formaco puede ser uno de los mencionados anteriormente.

En una realizacidn, dicha galectina-2 se administra en combinacién con farmacos antiinflamatorios tales como 5-
aminosalicilatos (5-ASA), mesalazina, olsalazina, balsalazina, sulfapiridina y agente antiinflamatorio no esteroideo
y/ 0 un agente antirreumaético, en la que, preferiblemente, dicho agente antirreumadtico es un farmaco antirreumatico
modificador de la enfermedad (DMARD) en la que, mas preferiblemente, dicho farmaco antirreuméatico modificador
de la enfermedad se selecciona del grupo que comprende aspirina, naproxeno, diclofenaco, ibuprofeno, naprosina,
indometacina, piroxican y farmacos biolégicos seleccionados del grupo que comprende anakinra y etodolac.

En una realizacién, dicho agente antirreumadtico se selecciona del grupo que comprende compuestos de oro, D-
penicilamina, fArmacos antimalaria tales como cloroquina, y sulfasalazina.

Preferiblemente, dicha galectina-2 se administra en combinacién con inhibidores de la ciclooxigenasa-2 (inhibido-
res de la COX-2), en la que, preferiblemente, dichos inhibidores de la ciclooxigenasa-2 se seleccionan del grupo que
comprende celecoxib, rofecoxib, y valdecoxib.

En una realizacion, dicha galectina-2 se administra en combinacion con un agente activador de las células T.

En una realizacién, dicha galectina-2 se administra en combinacién con un B-galactésido, en la que, preferible-
mente, dicho $-galactésido es lactosa.

En una realizacidn, dicha galectina-2 se administra mediante administracién sistémica y/o administracion tépica,
en la que, preferiblemente, dicha administracién se produce mediante ingestion, preferiblemente por via oral o anal,
y/o mediante inyeccion, preferiblemente mediante inyeccidn intravenosa, intramuscular, intraperitoneal o subcutdnea,
y/o mediante aplicacién nasal.

En una realizacién, dicha galectina-2 se administra como enema y/o como supositorio y/o como una forma farma-
céutica de liberacién sostenida, por ejemplo, encapsulada en una matriz de liberaciéon dependiente del pH.

En una realizacién, dicha galectina-2 se administra en forma pegilada o no pegilada o como una mezcla de las
formas.

En una realizacion, dicho paciente es uno que tiene un estado patoldgico en el que, antes de la administracién de
galectina-2, un subconjunto de las células T del paciente y/o un subconjunto de los macréfagos del paciente y/o un
subconjunto de las células presentadoras de antigeno del paciente no experimenta apoptosis, preferiblemente apoptosis
adecuada o en la que un subconjunto de las células T y/o macréfagos y/o células presentadoras de antigenos del
paciente muestran una apoptosis alterada o defectuosa.

En una realizacion, dicho subconjunto de células T son células T que se han activado previamente, preferiblemente
mediante la ruta de CD3 o la ruta de CD2 o mediante mitégenos, moléculas coestimuladoras tales como CD28 o
CDA40, u otras rutas tales como los receptores de tipo Toll o integrinas.

En una realizacién, dicho subconjunto de células T y/o macréfagos y/o células presentadoras de antigenos no estin
en reposo.

En una realizacidn, dicho subconjunto de células T y/o macréfagos y/o células presentadoras de antigenos no son
células que han salido del ciclo celular o no son células que estdn detenidas en cualquier fase del ciclo celular.

Preferiblemente, dicho subconjunto de células T y/o macréfagos y/o células presentadoras de antigenos se ubica
principalmente en las articulaciones de dicho paciente, preferiblemente en las articulaciones sinoviales, y/o en el tracto
gastrointestinal de dicho paciente, preferiblemente en el revestimiento de dicho tracto gastrointestinal, y/o en piel, y/o
pulmén y/o higado y/o rifién y/o son de una poblacién de células sanguineas periféricas de dicho paciente que son
reclutadas en una mucosa durante la inflamacién.

Preferiblemente, dicho paciente es uno que tiene un estado patolégico en el que, antes de la administracién de
galectina-2, la razén entre la proteina Bcl-2 y la proteina Bax en las células T estd desequilibrada a favor de la Bcl-2
antiapoptotica.

Los objetos de la presente invencidn se resuelven adicionalmente mediante el uso de galectina-2 o de un dcido
nucleico que codifica para galectina-2 o de su hebra complementaria, o de un dcido nucleico que hibrida con tal dcido
nucleico codificante o con su hebra complementaria, como un agente inmunomodulador, en el que, preferiblemente,
la galectina-2 actda sobre las células T, en las que, mds preferiblemente, dichas células T son humanas.

Tal como se usa en el presente documento, el término “galectina-2” se pretende que designe una proteina tal como
se codifica mediante la SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2 y las proteinas que tienen mas de un 90% de identidad de
secuencia con la misma (es decir, mas del 90% de la longitud completa de la SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2). También
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se pretende que signifique cualquier variante funcional de la misma que muestre una induccién selectiva de apoptosis
de las células T en células T activadas.

Tal como se usa en el presente documento, el término “una enfermedad con apoptosis alterada de células T” se
pretende que signifique cualquier enfermedad que estd acompaifia por y/o estd provocada por apoptosis alterada de las
células T.

El término “implicado en o asociado a la patogenia de dicha enfermedad”, tal como se usa en el presente docu-
mento, se pretende que signifique que la apoptosis alterada puede, pero no tiene que ser necesariamente la causa de
dicha enfermedad. En una realizacién preferida, dicha apoptosis alterada es una de las causas de dichas enfermedades,
si bien es cierto que no necesariamente la tnica.

El término “apoptosis alterada de células T” se pretende que designe la nocién de que las células T que han
cumplido su funcién de eliminar un antigeno, en el transcurso normal de los acontecimientos (es decir, el transcurso de
los acontecimientos no patoldgico) deben experimentar apoptosis, es decir, una autodestruccion programada, mientras
que en un estado patolégico, tal como una enfermedad, y en la que muestran “apoptosis alterada” no experimentan
apoptosis en absoluto o a una velocidad més lenta de lo normal.

El término “proliferacion de las células T” se pretende que signifique el proceso en el que las células T experi-
mentan un ciclo celular de fases G1, S, G2 y M, como resultado del cual la célula se divide en dos células al final del
ciclo.

El término “galectina-2 se administra ...”, tal como se usa en el presente documento, se pretende que signifique
que puede administrarse como proteina o como el 4cido nucleico que codifica para la proteina galectina-2 y/o como la
hebra de acido nucleico complementaria al dcido nucleico codificante. En una realizacién preferida, se pretende que
signifique que la galectina-2 se administra como proteina.

El término “... se administra en combinacién con ...”, tal como se usa en el presente documento se pretende que
signifique que la galectina-2 puede administrarse junto con otros agentes. La administracién puede ser simultdnea
o de uno detrds de otro, puede ser mediante la misma via o mediante distintas vias, puede ser en la misma forma
farmacéutica o mediante formas farmacéuticas separadas.

Un “agente que inhibe la proliferacion de las células T” es un agente que bloquea (o decelera) una célula T en
cualquier punto del ciclo celular.

Un “agente que induce la apoptosis de las células T” se pretende que designe a cualquier agente que provoque que
la célula experimente muerte celular programada, que también se denomina comtinmente apoptosis.

El término “agente activador de células T”, tal como se usa en el presente documento, se pretende que indique
cualquier agente capaz de inducir que una célula T entre desde un estado de reposo en un estado en el que la célula T
experimenta el ciclo celular, o al menos, partes del mismo.

La administracién de galectina-2 puede ser en cualquier forma adecuada para el receptor, siempre que se garantice
una captacién de galectina-2 en el cuerpo del receptor. Adicionalmente, la administracién puede ser en combinacién
con cualquier vehiculo farmacéuticamente aceptable. Puede ser sistémica y/o topica, puede inyectarse, preferiblemente
por via intravenosa, por via intramuscular, por via intraperitoneal y/o por via subcutdnea, o puede aplicarse mediante
otras vias, por ejemplo, como enema o supositorio o mediante aplicacion nasal.

Sorprendentemente, los inventores han encontrado que la galectina-2 muestra caracteristicas inmunomoduladoras
Unicas caracterizadas por la union especifica de la galectina-2 a la subunidad 81 de las integrinas, una fuerte induccién
de la apoptosis de las células T mediante el desencadenamiento de la ruta de muerte mitocondrial y la alteracion de
la expresion de integrinas y la adhesion celular, lo que convierte a la galectina-2 en particularmente adecuada para
el tratamiento de enfermedades en las que las células T muestran una alteracién de su comportamiento apoptotico.
Estas enfermedades son enfermedades autoinmunitarias o enfermedades tumorales, en particular enfermedades de
células T tumorales. Todos los linfomas T no Hodgkin periféricos y linfoblasticos/nodales y extranodales muestran
una expresion significativa de las cadenas de integrina S1. Por tanto, puede asumirse que este aumento de la expresion
en la superficie de la integrina 81 influye en el comportamiento de la célula tumoral. La Gal-2 regula por disminucién
la expresion de S1 en células T y asi, puede prevenir la unién de las células tumorales a la matriz extracelular. Por
tanto, la Gal-2 posiblemente pueda tener efectos positivos en el tratamiento de enfermedades de células T tumorales.

La galectina-2, en particular la galectina-2 humana, no es inmunogénica y por tanto, se ajusta particularmente bien
a su aplicacién como medicamento.

La funcioén de las células T se determina mediante su activacidn y proliferacion posterior, la secrecién de citoqui-
nas, pero también la terminacién de su accién mediante apoptosis. Las alteraciones de esta interaccidon fuertemente
equilibrada se observan en muchas enfermedades, incluyendo la enfermedad inflamatoria del intestino (42). Se ha
demostrado recientemente que la galectina-1 mejora la colitis y la hepatitis inducidas experimentalmente en ratones
mediante induccidn de la apoptosis de las células T (27, 43), mientras que la galectina-3 reveld propiedades antiapop-
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téticas en distintas poblaciones celulares (44). Asi, las conclusiones con respecto a un miembro de la familia de las
galectinas no pueden transferirse a otro miembro de la familia de las galectinas.

La expresion, unidén y funcién bioldgica de la galectina-2 no estaba clara hasta ahora, y los experimentos descritos
a continuacién muestran por primera vez que la galectina-2 tiene efectos inmunomoduladores potentes en células T
humanas, claramente distintos de los de otros miembros de la familia de las galectinas.

A continuacidn, se resumen, se perfilan y se discuten brevemente los resultados de los experimentos que conducen
a la presente invencion:

Al contrario que la galectina-1 y 3 (6), los presentes inventores encontraron que la galectina-2 no se expresa en
células T en reposo o activadas, independientemente del origen como célula T virgen de sangre periférica o célula
T memoria unida a tejido. Este hallazgo est4d de acuerdo con la expresion restringida del ARNm de galectina-2 en-
contrada sélo en las células epiteliales gastrointestinales (9). Mediante inmunohistoquimica, los presentes inventores
observaron expresién de Gal-2 en células epiteliales del colon en muestras de pacientes con enfermedad de Crohn y
colitis ulcerosa.

Las galectinas son proteinas que se unen a hidratos de carbono que se entrecruzan con glucoconjugados de superfi-
cie de células que contienen S-galactésido, dando como resultado la modulacién de la funcién celular (45). Los datos
muestran que la galectina-2 se une a las células T en el plazo de horas y se mantiene unida durante mas de 72 horas.
Esta unién se inhibié mediante lactosa, lo que indica que las interacciones galectina-hidrato de carbono son responsa-
bles de la unidén de la galectina-2 a las células T. De manera comparable a la galectina-1 (25), la unién de la galectina-
2 a las células T fue comparable en las células T en reposo estimuladas con anti-CD3 o estimuladas con PMA/PHA
(acetato miristato de forbol (PMA)); fitohemaglutinina (PHA), lo que demuestra que la unién de la galectina-2 a las
células T es independiente de su estado de activacion.

La capacidad de la galectina-2 para unirse a las células T se redujo significativamente mediante Acm bloquean-
tes frente a integrina-$1, identificando a 81 como un receptor de glucoproteina candidato que media la unién de la
galectina-2 en la superficie de la célula T. La galectina-1 también interacciona con la subunidad S1 de las integrinas
(18), recalcando el importante papel de la integrina-G1 en la unién de la galectina. Sin embargo, al contrario que para
la galectina-1, la unién de la galectina-2 a PBT no podia evitarse mediante Acm frente a CD3 o CD7, lo que indica
que ambas galectinas tienen sitios de unién distintos sobre las células T (24). La immunoprecipitacién usando perlas
magnéticas recubiertas con galectina-1 y galectina-2 confirm6 la interaccién de la galectina-1 con las moléculas CD3,
CD7y g1 (18, 24). Al contrario que con la galectina-1, pero de acuerdo con los experimentos de bloqueo, en los que
ni CD3 ni CD7 se unieron a la galectina-2, la subunidad S1 de las integrinas coinmunoprecipité con galectina-2, lo
que indican que la capacidad de 1 para inhibir la unién de la galectina-2 a las células T se basa en una interaccién
fisica.

La apoptosis es una caracteristica inmunomoduladora principal de las células T para terminar la funcién celular
una vez se ha eliminado el antigeno, previniendo asi la autoinmunidad y la malignidad. Ademads, los farmacos que
inducen la apoptosis de las células T o macr6fagos como el anti-factor de necrosis tumoral-@, son muy eficaces en
el tratamiento de las enfermedades autoinmunitarias, tales como artritis reumatoide o enfermedad inflamatoria del
intestino (46, 47). Las galectinas estudiadas hasta ahora tienen una capacidad notable de alterar la apoptosis celular en
diversos tipos celulares, por ejemplo la galectina-1 induce y la galectina-3 previene la muerte celular (6). Sin embargo,
no se sabia nada a este respecto sobre la galectina-2. Los datos muestran que la galectina-2 induce fuertemente la
apoptosis de las células T hasta un grado incluso mayor que la inducible por galectina-1. La galectina-2 necesit6
estimulacion de las células para inducir apoptosis, lo que demuestra que se evita que las células T en reposo entren
en muerte celular inducida por galectina-2. La galectina-2 también indujo una pequefia cantidad de necrosis, lo que
demuestra que la galectina-2 no sélo induce la muerte celular programada, sino que también mata células mediante
necrosis, una caracteristica que no se habia descrito anteriormente en absoluto para las galectinas.

La capacidad de la lactosa para inhibir la apoptosis inducida por galectina-2 indica que la actividad de unién del
[B-galactdsido es esencialmente necesaria para la muerte celular inducida por galectina-2. De forma interesante, ya
que la unién de la galectina-2 a las células T es independiente del estado de activacién de las células, tal como se ha
mostrado anteriormente, y ya que la induccién de la apoptosis por galectina-2 necesita la activacién adicional de la
célula, la unién del S-galactésido solo no parece capaz de iniciar el programa de muerte celular. La galectina-2 se une
a la integrina 81 en la superficie celular y el Acm frente a integrina 81 inhibe la uni6n de la galectina-2 a las células T.
Sin embargo, el Acm bloqueante frente a integrina 81 no inhibid la apoptosis inducida por galectina-2, lo que sugiere
que este receptor no es necesario para la muerte celular. La cicloheximida no pudo prevenir la muerte de las células
T inducida por galectina-2, lo que indica que al contrario que con la galectina-9 (28), la sintesis de novo de proteinas
parece no ser necesaria, lo que se confirmé adicionalmente mediante la rdpida induccién de la apoptosis en células
T que siguid a la galectina-2 en el plazo de 6-12 h. También se ha notificado que la galectina-1 induce apoptosis de
forma distinta en timocitos CD4* y CD8* positivos (38, 48, 49) y que las lineas de células T CD4* humanas son
mds sensibles para la muerte celular inducida con galectina-9 (28). Sin embargo, cuando se examinaron células T
esplénicas de ratas nefriticas, la galectina-9 indujo apoptosis selectiva de células T CD8* activadas, pero no de CD4*
(50). Cuando se examinaron por separado las subpoblaciones de células T CD4 y CD8 positivas, la tasa de muerte
celular inducida por galectina-2 fue similar en cada poblacién celular, lo que demuestra que en PBT, la galectina-2
induce apoptosis independientemente de su estado como célula T CD4* o CD8".
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La apoptosis se efectia mediante distintas rutas, iniciadas mediante distintas caspasas. Los resultados de los pre-
sentes inventores demuestran claras diferencias en la actividad caspasa utilizada por distintas galectinas. Cuando se
activaron las PBT en presencia de galectina-2, se indujo actividad caspasa-3 y 9, pero no 8. Ademds, la apoptosis me-
diada por galectina-2 se previno mediante el inhibidor de caspasas de amplio espectro zZVAD, asi como por inhibidores
de la caspasa-3 y 9, apoyando ademads la importancia funcional de la activacién de la caspasa-3 y 9 en la muerte celular
inducida por galectina-2. A pesar del hecho de que las caspasas son los mediadores principales de la apoptosis (29), el
papel de las caspasas en la apoptosis inducida por galectina se ha examinado muy poco. Se ha demostrado que la ga-
lectina-1 induce la actividad caspasa-8 y 9 en un modelo experimental de ratén (27), pero reduce la actividad caspasa-
3 en ratones con hepatitis inducida por concanavalina A (43). Ya que la caspasa-3 se activa por caspasas anteriores,
tales como la caspasa-8 6 9, estos hallazgos parecen no estar de acuerdo y pueden explicarse mediante los distintos
modelos de inflamacién o tipos celulares usados. La capacidad de las galectinas para inducir la apoptosis no se limita
a las galectinas prototipo, ya que la galectina-9 de repeticion en tdndem también induce apoptosis mediante una ruta
dependiente de caspasa-1 calcio-calpaina (28). Al contrario de la galectina-2, la galectina-7 también indujo apoptosis
de las células T comparable a la galectina-2, sin embargo, parece estar implicado un patrén completamente distinto
de caspasas. Mientras que el inhibidor de caspasas de amplio espectro zZVAD y el inhibidor de caspasa-3 zDEVD
previnieron la apoptosis inducida por galectina 7, el bloqueo de las caspasas-1 y 8 anteriores, pero no la 9, limitaron
la muerte de las células T. Estos hallazgos demuestran que la galectina-2 activa una cascada de caspasas distinta para
ejecutar la muerte celular en comparacién con otras galectinas.

La caspasa-9 participa en la ruta mitocondrial de apoptosis y se activa cuando se construye un complejo con cito-
cromo ¢ y APAF-1 (29). El citocromo c se libera desde la mitocondria tras la alteracion del gradiente electroquimico de
la membrana mitocondrial interna, un proceso intimamente regulado por los miembros de la familia bel-2 (29, 51, 52).
Los datos de los presentes inventores muestran que la galectina-2 deteriora el potencial de membrana mitocondrial e
inicia la liberacién de citocromo c, lo que demuestra que la galectina-2 usa la ruta mitocondrial para inducir la muerte
de la célula T. Los miembros de la familia Bcl-2 se encuentran en la superficie de la mitocondria, y la sensibilidad de
una célula frente a un estimulo apoptético es dependiente del equilibrio relativo entre los miembros pro y antiapop-
téticos de la familia (52). La galectina-2 disminuy¢ la bcl-2 antiapoptética, mientras que aument6 los niveles de bax
proapoptética, dando como resultado una razén de bcl-2/bax mds baja. En las enfermedades autoinmunitarias tales
como la enfermedad de Crohn, la razén de bcl-2/bax es superior a los controles (53), y la capacidad de la galectina-
2 para disminuir esta razén y asi inducir la muerte celular en células que proliferan descontroladamente, puede ser un
enfoque atractivo para el uso terapéutico de la galectina-2 en tales enfermedades.

La apoptosis y el ciclo celular estdn ligados en ultima instancia, y las células T en GO estan protegidas de la muerte
celular inducida por antigeno (29, 54). La necesidad del ciclo también es verdadera para la muerte celular inducida
por galectina-2, sin embargo, al contrario que la galectina-1, que inhibe profundamente la proliferacién de las células
T (38), la galectina-2 no modulé el ciclo celular PBT. Los datos disponibles hasta ahora disponibles que estudian
el impacto de las galectinas sobre el ciclo celular utilizaban en su mayoria la incorporacién de timidina para medir
la proliferacién celular. (38, 55). Aunque simple y reproducible, este procedimiento s6lo mide la sintesis de ADN
durante la fase S, no proporciona informacidén sobre la fraccion de células que estdn pasando a otras fases y no evalda
las células apoptdticas, incapaces de entrar en el ciclo. Sin embargo, tal como se determind mediante expresion de
ciclina B1, una herramienta altamente sensible para cuantificar la progresion a través del ciclo celular hasta la fase
G2/M (56), la galectina-1 y 7, pero no la galectina-2, inhiben fuertemente la progresién del ciclo celular en PBT.
Ademds, demostrando que la incapacidad de la galectina-2 para influir en el ciclo de las células T no se debe a un
cambio en los promotores e inhibidores del ciclo celular, se proporciona una prueba de que la maquinaria del ciclo
celular de las células T no estd afectada por la galectina-2, una caracteristica claramente distinta de la galectina-1 y 3.
Los presentes inventores y otros han demostrado que la galectina-1 se une al receptor de las células T (TCR) (24, 38) y
Vespa y colaboradores han demostrado que la galectina-1 junto con Acm anti-TCR induce apoptosis, pero antagoniza
la produccién de IL-2 inducida por anti-TCR (38). La observacién de que la galectina-2 no se une al TCR puede
explicar por qué galectina-2 no inhibe el ciclo de las células T, lo que demuestra de nuevo que el comportamiento de
la galectina-2 es distinto al de la galectina-1.

Las células T circulan continuamente en busca de antigenos extrafios y el reclutamiento y retencion de los linfocitos
T dentro de los tejidos inflamados son dependientes de la adhesion a una red acelular de proteinas, glucoproteinas y
proteoglucanos conocidos como la matriz extracelular (MEC)(57, 58). La adhesién es un componente critico de la
respuesta inmunitaria mediada por células T y por lo tanto, estd fuertemente regulada (59-61). Las galectinas modulan
la adhesion celular ejerciendo efectos directos tales como prevenir estéricamente la adhesion a las integrinas de la
superficie celular, pero también mediante la unién a los dominios extracelulares de una o ambas subunidades de una
integrina o la internacion de las integrinas (20, 39, 45). La adhesion de las células T a los compuestos de la MEC esta
regulada de manera divergente por galectinas y depende del tipo celular y la proteina de la MEC examinada (6, 14, 62).
La adhesion celular a los compuestos de la MEC estd mediada por la familia de integrinas 81, y los presentes inventores
han demostrado que la galectina-2 inhibe el cambio conformacional de la subunidad de la integrina necesaria para
lograr alta afinidad. Este efecto no puede explicarse simplemente mediante la unién inespecifica de la galectina-2 a la
superficie celular y evitando asf la activacion de la integrina, ya que i) la galectina-2 no afecté a la expresion de otras
integrinas y ii) en las células T intestinales, no se observé este efecto. Ademads, la regulacién por incremento de a5
por la galectina-1 y galectina-2 puede sugerir, que la internacién propuesta de las integrinas mediante galectinas (18,
20) puede no ser cierta para todas las integrinas. Mientras que la galectina-1 inhibi6 la adhesion de las células T a
ambos, coldgeno y fribronectina, la galectina-2 inhibi6 la adhesion de las células T al coldgeno tipo I, pero al contrario
que la galectina-1, aument6 profundamente la unién celular a la fibronectina. Al contrario que ambas, galectina-1
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y galectina-2, la galectina-7, no influy6 en la adhesién de las células T al coldgeno tipo I o la fibronectina, lo que
indica que la galectina-2 ejerce caracteristicas Unicas no s6lo respecto a la apoptosis, sino también a la adhesién
celular. La unién de las células T a sus respectivos compuestos de la MEC estuvo mediada mediante receptores
especificos de coldgeno y fibronectina, tal como se demostré mediante experimentos de bloqueo. No estd claro por
qué la galectina-2 promueve la adhesion celular a la fibronectina a pesar del hecho de que galectina-2 reduce la
expresion de integrina S1. Sin embargo, la regulacion de la adhesion celular por galectinas parece ser compleja, ya que
la galectina-1 tiene propiedades pro-adhesivas en melanocitos, células de teratocarcinoma o fibroblastos, pero inhibe
la adhesion de las células T a laminina y fibronectina (revisado en (6)). Puede decirse lo mismo de la galectina-3
que aumenta enormemente la adhesion de los neutrdfilos a diversos sustratos (63), pero bloquea la adhesion de lineas
celulares tumorales a laminina, fibronectina o coldgeno (64). Ademas, la reduccién de la proliferacién celular, como es
el caso de la galectina-1 (38) puede explicar la regulacion por disminucién de la expresion de la integrina 81, pero ya
que la galectina-2 regula por disminucién la expresién de la integrina 81 sin afectar al ciclo celular, la regulacién de la
expresion de la integrina por galectinas es independiente de su capacidad para regular la proliferacion celular. Usando
un amplio grupo de anticuerpos bloqueantes de integrinas, los inventores demostraron que la unién de las células T
se medio a través de distintos receptores de coldgeno y fibronectina, y la incubacién previa de células T con Acm S1
ademds inhibi6 la unién de las células T al coldgeno y previno la regulacién por incremento de la adhesién celular
a la fibronectina mediante galectina-2. Esto sugiere que la modulacién de la adhesién celular mediante galectina-2
es dependiente de integrina 81. Ademads, la inhibicién de la adhesién celular mediante Acm bloqueantes de 1 se
evitdé mediante la incubacidn previa con galectina-2, lo que indica que la unién de la galectina-2 a las células T puede
inactivar funcionalmente la subunidad 81 de las integrinas en la superficie celular.

En resumen, los estudios de los presentes inventores proporcionan pruebas claras de que la galectina-2 se une
de manera dependiente de hidratos de carbono a la subunidad S1 de las integrinas, pero no al complejo TCR. La
galectina-2 induce apoptosis de las células T mediante la ruta de muerte intrinseca mitocondrial, exclusivamente en
células T que proliferan, pero no en células T en reposo. La induccién de la apoptosis de las células T en células
activadas, sin regular por disminucion el ciclo celular, permite una respuesta suficiente de las células T tras el contacto
con el antigeno, y evita la apoptosis no selectiva de las células T en reposo, sin implicarse en el curso de la respuesta
inmunitaria especifica. Ademads, mediante la regulacion selectiva de la adhesion celular a la MEC, la galectina-2 puede
contribuir a la migracién de las células T una vez que las células se activan. Asi, los datos proporcionan pruebas claras
de que la galectina-2 modula el sistema inmunitario humano mediante mecanismos claramente distintos de otras
galectinas, proporcionan una nueva percepcién de cémo las galectinas pueden interaccionar con las células T, y ofrece
un nuevo concepto en el tratamiento de enfermedades con apoptosis alterada de las células T como la enfermedad de
Crohn o la artritis reumatoide.

La invencién se describird ahora haciendo referencia a la siguiente descripcion especifica y los ejemplos que se
proporcionan para ilustrar, no para limitar, la presente invencion.

En las figuras:

La figura 1 muestra la distinta expresion de la galectina-1 y galectina-2 en las células T. Se detecta claramente
el a) ARNm y b) la expresion de la proteina galectina-1 en PBT en reposo y activado mientras que no se detectan
ni el a) ARNm ni b) la expresién de niveles proteicos de galectina-2 en PBT o LPT. Se cultivaron las células en
ausencia y presencia de anticuerpo monoclonal anti-CD3 o anti-CD2 (T11,/T11;) entrecruzado durante 72 horas, y se
determiné el ARNm y la expresion de la proteina mediante andlisis por PCR e inmunotransferencia de tipo western,
respectivamente. La linea celular epitelial intestinal no transformada IEC-6 sirvié como control positivo. Los gréficos
representan tres experimentos distintos.

La figura 2 muestra la unién dependiente de 5-galactdsido de la galectina-2 a las células T. Se cultivaron células
en presencia de galectina-2 5 pg/ml acoplada a biotina y diversas combinaciones de Acm anti-CD3 entrecruzado,
PMA/PHA, o lactosa (50 mMol) durante 24 h. Entonces se recogieron las células y se determiné la unién de la
galectina-2 a las células T mediante citometria de flujo de dos colores usando APC marcada con estreptavidina para
detectar los sitios biotinilados. El grafico es representativo para de tres a cinco experimentos distintos.

La figura 3 muestra que la galectina-2 se une a la integrina S1, pero no a CD3 o CD7. A) Las células se incubaron
previamente con Acm frente a CD3, CD7, y 81 (dilucién 1:100) durante 1 h a t.a. y después se cultivaron durante 24
h adicionales en presencia de 5 ug/ml de galectina-2 acoplada a biotina. Después se recogieron las células y la unién
de la galectina-2 a las células T se determiné mediante citometria de flujo de dos colores usando APC marcada con
estreptavidina para detectar los sitios biotinilados. B) La galectina-1 coinmunoprecipita con CD3, CD7 e integrina 1,
mientras que la galectina-2 coinmunoprecipita s6lo con integrina 51. Se incubaron las células con perlas activadas con
tosilo recubiertas con galectina-1 o 2 y se lisaron a continuacién. Los fragmentos celulares unidos a perlas se separaron
magnéticamente y se realizé una inmunotransferencia para CD3, CD7 o S1. Ambos graficos son representativos para
cuatro experimentos diferentes dando resultados similares.

La figura 4 muestra la induccién de la apoptosis de las células T mediante galectina-2. Andlisis de los niveles de
anexina-V y PI (yoduro de propidio) (la anexina V se une a fosfatidilserina (PS). La PS se da la vuelta durante la
apoptosis temprana desde el interior hacia el exterior de la membrana celular. La anexina-V detecta la PS extracelular
y se determina asi el nimero de células apoptdticas) reveldé que la galectina-2 induce mds apoptosis y necrosis de
las células T que la galectina-1 y que se requiri6 la activacion celular para inducir la muerte celular mediada por
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galectina-2. Se cultivaron las células con galectina-1 o 2, 0, 10, 25, 50, o 100 ug/ml, en presencia o ausencia de Acm
anti-CD3 entrecruzado durante 24 h. Se evaluaron la apoptosis y la necrosis mediante la tincién con anexina-V y PI,
respectivamente. Los datos representan la media + EEM de seis a siete experimentos independientes. *p < 0,05 para
el aumento frente a galectina 0 ug/ml; **p<0,05 para galectina-2 frente a galectina-1.

La figura 5 muestra que la apoptosis mediada por galectina-2 es dependiente de caspasa 3 y 9. A) La gal-2 induce la
actividad de las caspasas-3 y 9, pero no de la caspasa-8 (A). Se incubaron las células en presencia o ausencia de Gal-2
50 pg/ml durante 24 h y se evalud la actividad de la caspasa mediante citofluorometria de flujo tal como se describe en
Materiales y Procedimientos. Los diagramas ilustrados son representativos de cuatro experimentos independientes que
lograron resultados muy similares. B) El inhibidor de caspasas de amplio espectro zVAD y el inhibidor de la caspasa-
3 (zDEVD) alteraron la actividad de las galectinas-2, 7 y 1 para inducir muerte celular. El inhibidor de la caspasa-1
zY VAD sélo bloqued la muerte celular inducida por gal-7, mientras que el inhibidor de la caspasa-9 zZLEHD bloque6
la apoptosis inducida por gal-2 y 1. El inhibidor de la caspasa-8 zZIETD bloqueé la muerte celular inducida por Gal-
7y 1 (B). Los datos representan la media + EEM de cuatro series de experimentos independientes. *p < 0,05 para el
aumento frente a la ausencia de galectina; *p < 0,05 para la disminucién frente a galectina.

La figura 6 muestra que la galectina 2 altera el potencial de membrana mitocondrial, disminuye los niveles proteicos
de bcl-2, pero aumenta los de bax e induce la escisién del factor de fragmentaciéon del ADN. Se cultivaron células
durante 48 h en presencia de galectina-2 0, 25 o 50 ug/ml. A) La tincién con rodamina 123 demuestra una reduccién
del potencial de membrana mitocondrial mediante galectina-2. B) La citometria de flujo y C) la inmunotransferencia
de tipo western muestran que la galectina-2 reduce profundamente los niveles bcl-2 antiapoptética, mientras que
aumenta los bax proapoptética e induce la escisién del DFF. Todos los paneles son representativos de tres experimentos
distintos.

La figura 7 muestra que la galectina-2 no altera el ciclo de las células T. A) El nimero de células en ciclo en la fase
S 0 G2/M es comparable en presencia o ausencia de galectina-2. Se cultivaron las células con galectina-2 0, 25 6 50
pg/ml y se activaron con anticuerpo monoclonal entrecruzado anti-CD3 durante 72 h. Se evaluaron las fases del ciclo
celular mediante la medicién del contenido en ADN por tincién con PI seguida de citometria de flujo. Cada panel es
representativo de cinco experimentos distintos. B) La expresion de reguladores del ciclo celular no cambia mediante
galectina-2. Se cultivaron las células con galectina-2 0, 25 6 50 ug/ml y se activaron con Acm anti-CD3 entrecruzado
durante 72 h después de lo cual se evalud la expresion de la proteina mediante inmunotransferencia de tipo western.
Cada panel es representativo de al menos cuatro experimentos distintos.

La figura 8 muestra que la galectina-1 y 7, pero no la 2 inhiben la progresion de la fase G2/M del ciclo celular.
En comparacién con la galectina-2, el andlisis de citometria de flujo revelé que la galectina-1 y 7 disminuyen la
expresion de la ciclina B1 en la fase G2/M de PBT activadas. Se cultivaron las células en presencia de Acm frente a
CD3 entrecruzado durante 72 h, después de lo cual se examind la expresion de la ciclina B1 y el contenido en ADN
mediante citometria de flujo. La figura es representativa de cuatro experimentos distintos.

La figura 9 muestra que la galectina-2 altera distintivamente la expresion de integrinas. En PBT, la galectina-
1 y galectina-2 regulan por disminucién la expresién de las integrinas S1 y @5 de manera comparable, no cambia
la de B4, y aumenta ligeramente la de al. En LPT, la galectina-1 y galectina-2 no modulan la expresién de la in-
tegrina B1. La linea punteada indica el isotipo. Se incubaron las células en presencia o ausencia de galectina-1 6 2
50 pg/ml y se evalud la expresién de integrinas mediante citometria de flujo. Se seleccionaron las células control
negativas que contenian menos de un 3% de las células positivas. Se muestran histogramas representativos de tres
experimentos.

La figura 10 muestra que la galectina-2 modula distintamente la adhesién de las células T al coldgeno I y a la fibro-
nectina. A) La galectina-1 inhibe la adhesion celular al coldgeno tipo I y a la fibronectina, mientras que la galectina-
2 inhibe la adhesién de PBT y LPT al coldgeno y aumenta la unién de las células T a la fibronectina. La galectina-7
no altera significativamente la adhesion de las células T al coldgeno o la fibronectina. B) Los Acm frente a integrina
bloqueantes especificos inhiben la modulacién de la adhesion celular mediada por galectina-2 al coldgeno tipo Iy a
la fibronectina. La incubacién previa de las células T con galectina-2 antes de afiadir el Acm frente a integrina-31
invirti6 el efecto inhibidor del Acm frente a integrina S1. Se marcaron PBT y LPT con calceina y se permitié adherirse
a 5x10° células/pocillo durante 2 h a pldstico recubierto con BSA como control, coldgeno tipo 1 o fibronectina. Las
células no adherentes se eliminaron mediante lavado. Se cuantific la fluorescencia de las células T adherentes usando
un espectrofotémetro de fluorescencia. Los datos representan la media + EEM de cinco experimentos independientes.
*p<0,05 frente a Gal-2 0 ug/ml; *p<0,05 frente a Gal-2 25 ug/ml.

La figura 11 muestra el efecto de concentraciones variantes de galectina-2 sobre células T de pacientes que tienen
AR o enfermedad de Crohn y un grupo control. En detalle, las PBT de pacientes con EC y AR y los controles
sanos se estimularon con anticuerpos Acm anti-CD3 entrecruzados durante 48 horas en presencia y ausencia de la
concentracion indicada de galectina-2 humana. Se determind la apoptosis mediante tincién con anexina-V.

La figura 12 muestra el efecto del tacrolimus (Prograf®) sobre la apoptosis y la necrosis de PBT estimuladas y
sin estimular. El tacrolimus es uno de los inmunosupresores mas potentes y actualmente se utiliza para la prevencion
del rechazo orgdnico tras un transplante de un 6rgano sélido y para el tratamiento de enfermedades inflamatorias
del intestino en pacientes seleccionados. Sin embargo, induce principalmente necrosis y no apoptosis de las PBT no
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estimuladas asi como de las estimuladas con anti-CD3. Al contrario de esto, y tal como se muestra en la figura 4, la
galectina-2 hace esta distincion e induce principalmente apoptosis en PBT, indicando asi una mejor idoneidad de la
galectina-2 para el tratamiento de enfermedades inflamatorias del intestino.

Ejemplos

Ejemplo 1

Materiales y Procedimientos
Reactivos y anticuerpos

Se usaron Acm anti-CD3 (Acm) (OKT3; Ortho Diagnostic System Inc., Raritan, NJ), Acm anti-CD2 (T11,/T115;
facilitado generosamente por el Dr. Ellis Reinherz, Boston, MA), PMA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y PHA (Gibco,
Grand Island, NY) para la activacion de las células T. Se adquiri6 el inhibidor de amplio espectro de caspasas Z-Val-
Ala-Asp(OMe)-fluorometilcetona (zVAD-fmk) de Biomol (Plymouth Meeting, PA), y el inhibidor de caspasa-1 Z-Tyr-
Val-Ala-Asp(Ome)-Ch,F (Z-YVAD-fmk), el inhibidor de caspasa-2 Z-Val-Asp-Val-Ala-Asp(OMe)-fluorometilceto-
na (zZVDVAD-fmk), el inhibidor caspasa-3 Z-Asp-Glu-Val-Asp(OMe)-fluorometilcetona (zDEVD-fmk), el inhibidor
caspasa-8 Z-Ile-Glu-Thr-Asp(OMe)-fluorometilcetona (zZIETD-fmk) y el inhibidor caspasa-9 Z-Leu-Glu(Ome)-His-
Asp-(Ome)-Ch,F (Z-LEHD-fmk) se adquirieron en Calbiochem (San Diego, CA). Se adquirieron el FITC-conjugado
anti-ciclina B1 y el anti-caspasa 3 activa marcado con PE en BD Pharmingen (San Diego, CA), las IgG anti-ratén
policlonales marcadas con PE y FITC, CD3-PE, CD4-PE, CD8-FITC, CD3-PE, se obtuvieron en DAKO (Dako, Car-
penteria, CA). Se adquiri6 el anticuerpo secundario de cabra anti-ratén marcado con FITC a Biosource (Camarillo,
CA) y se obtuvo la estreptavidina marcada con APC de Caltag (Burlingame, CA). Los kits de deteccion de caspasa con
carboxifluoresceina (FAM), para medir la actividad caspasa, se obtuvieron de Biocarta (San Diego, CA). La lactosa,
sacarosa, ciclofosfamida, y rodamina 123 se adquirieron a Sigma-Aldrich. El yoduro de propidio (PI) se adquiri6 a
Calbiochem (San Diego, CA). Todos los inhibidores de proteasas y fosfatasas usados para la inmunotransferencia de
tipo western se adquirieron a Sigma-Aldrich. Los anticuerpos frente a caspasa 3 humana, DFF, PARP, proteina del
retinoblastoma (Rb), ciclina A, p21, p27, y p53 se adquirieron a BD Pharmingen. Los anticuerpos frente a bax, bcl-
2, y citocromo ¢ humanos se obtuvieron de Santa Cruz Biotechnologies (Santa Cruz, CA). El kit de serie de perlas
de citometria se compré a BD Pharmingen, y los kit de ELISA para IFN-y, IL-10, y IL-2 se obtuvieron de R&D
(Minneapolis, MN). La galectina-2 y -7, asi como los cebadores de galectina los facilité amistosamente H.-J. Gabius
(Instituto de Quimica Fisioldgica, Facultad de Medicina Veterinaria, Munich, Alemania). Para los experimentos de
citometria de flujo y de bloqueo, se usaron Acm anti-integrina @1 humana (clon FB12), Acm anti-integrina @2 hu-
mana (clon P1E6), Acm anti-integrina @3 humana (clon P1BS5), anti-integrina @4 humana (clon P1H4), anti-integrina
a5 humana (clon P1D6), anti-integrina 52 humana (clon P4C10) y 82 (clon 3E1) (todos de Chemicon, Temecula,
CA).

Preparacion de linfocitos T

Se aislaron PBMC (células mononucleares de sangre periférica) de voluntarios sanos a partir de sangre venosa he-
parinizada usando gradientes de densidad de Ficoll-Hypaque. Para el aislamiento de linfocitos T de sangre periférica
(PBT), se incubaron las células PBMC durante 30 minutos a 4°C con Ac anti-CD19, CD14, y CD16 marcados mag-
néticamente dirigidos frente a linfocitos B, monocitos, y neutréfilos, respectivamente (Miltenyi Biotec Inc., Bergisch-
Gladbach, Alemania). Entonces, se recogieron las células T usando un sistema de clasificacion de células magnético
(MACS, Miltenyi Biotec Inc.). Se aislaron las células T de la 1dmina propia (LPT) de muestras quirdrgicas obtenidas
de pacientes ingresados para la reseccion intestinal de estados tumorales y no tumorales del intestino grueso, inclu-
yendo céncer de colon y pdlipos benignos tal como se ha descrito previamente (21). Se eliminé brevemente el moco
y las células epiteliales de la mucosa intestinal diseccionada en etapas de lavado secuenciales con DTT y EDTA, y se
digiri6 toda la noche a 37°C con colagenasa y ADNasa. Se separaron las células mononucleares de la suspension de
células sin tratar mediante superposicion en un gradiente de densidad de Ficoll-Hypaque. Para la purificacion de LPT,
se incubaron las células mononucleares de la 1dmina propia reducida en macréfagos durante 30 minutos a 4°C con
perlas marcadas magnéticamente, tal como se describié anteriormente y se recogieron mediante selecciéon negativa
usando el sistema MACS. Tal como se evalué mediante citometria de flujo, las poblaciones de PBT y LPT purificadas
contenian >99% y >92% de células CD3*, respectivamente.

PCR

Se aislé el ARN total usando el kit de RT para PCR Advantage (Clontech, Palo Alto, CA) segtn las instrucciones
del fabricante. Se realiz6 la transcripcion inversa de alicuotas de ARN total de 2,5 ug esencialmente tal como se ha
descrito previamente (8) y se amplificé el ARNm de la galectina-2 usando los cebadores siguientes: sentido, 5°-AT
GACGGGGGAACTTGAGGTT-3’ y antisentido 5’-TTACGCTCAGGTAGCTCAGGT-3’. El termociclador comenzd
con un inicio en caliente de 94°C durante 4 minutos seguido de 36 ciclos constituidos cada uno por 94°C durante 60
segundos, hibridacién durante 60 segundos a 60°C, extensién a 72°C durante 120 segundos, y terminé tras un periodo
final de 10 minutos a 72°C. Se separaron los productos en un gel de agarosa TAE al 1% y se visualiz6 mediante tincién
con bromuro de etidio bajo luz ultravioleta.
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Inmunotransferencia de tipo western

Para la inmunotransferencia, se lavaron las células en PBS y se lisaron en tampdn de lisis celular (Triton-X al
1%, NP-40 al 0,5%, SDS al 0,1%, desoxicolato sédico al 0,5%, EDTA 5 mM, cdéctel de inhibidor 2 de proteasa y de
fosfatasa 50 mM y 50 mM, PMSF 1 mM, inhibidor de tripsina-quimotripsina 100 pg/ml, quimoestatina 100 pg/ml
en PBS). Se midi6 la concentracion de proteinas de cada lisado usando el ensayo de proteinas de Bio-Rad (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA). Se fraccionaron cantidades equivalentes de proteina (10 ug) en un gel Tris-glicina al 10-
20% vy se electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Novex, San Diego, CA). Se bloquearon las membranas
con leche al 5% en Tween 20-PBS al 0,1% (Fisher Scientific, Hanover Park, IL), seguido de una incubacién durante
60 min a temperatura ambiente con el anticuerpo primario indicado. Se lavaron las membranas seis veces con Tween
20-PBS al 0,1% y después se incubaron durante 1 h con el anticuerpo secundario apropiado conjugado con peroxidasa
de rabano picante (Santa Cruz Biotechnology), se lavaron y se incubaron con el sustrato quimioluminiscente (Perkin-
Elmer, Carlsbad, CA) durante 5 minutos. Entonces se expusieron las membranas a la pelicula (Amersham, Arlington
Heights, IL).

Determinacion de la union de galectina-2

Para medir la unién de la galectina-2 a los linfocitos T, se estimularon las células durante 1, 6, 12, 24, 48,y 72 h
con o sin Acm anti-CD3 o PMA y PHA y se incubaron en presencia de galectina-2 o galectina-7 5 pg/ml marcadas
con biotina. Después se recogieron las células, se lavaron y se tifieron con Acm anti-CD3-FITC y estreptavidina
conjugada con APC (Biosource) seguido por andlisis de citometria de flujo. Se realiz6 cada andlisis sobre al menos
20.000 acontecimientos.

Separacion magnética de complejos que contienen galectina-2

Para la separacion de los complejos asociados a galectina-2, se recubrieron 1x10® perlas recubiertas de poliestireno
activadas por tosilo, supermagnéticas (Dynalbeads, Dynal Biotech, Oslo, Noruega) con o bien 350 ug de BSA, galec-
tina-1, galectina-2, CD7, integrina-f1 o bien OKT3 durante toda la noche a 37°C usando rotacién con oscilacion. Tras
la incubacidn, se lavaron las perlas en Tris 0,2 M (pH 8,5 que contiene BSA al 0,1%) y luego se incubaron con 2x10°
PBT durante 1 h a 37°C. Se eliminaron las células no conjugadas mediante lavado exhaustivo y posteriormente se
lisaron las células con tampén de homogenizacién (Tris HC1 20 mM, pH 7,6; MgCl, 10 mM, Triton-X 100 al 0,05%,
cdctel de inhibidor de proteasa 50 mM y de fosfatasas 50 mM), se resuspendieron en tamp6n de carga de proteinas
SDS-DTT, se calentaron a 95°C durante 5 min y se sometieron a electroforesis en SDS-PAGE.

Ensayo de adhesion

Se recubrieron previamente placas de 96 pocillos de fondo plano durante toda la noche a 4°C con 12 ug/pocillo
de fibronectina (Chemicon) en DPBS, 40 ug/pocillo de coldgeno tipo I (Sigma-Aldrich) en acido acético 0,1 M,
o BSA al 3% (Sigma-Aldrich) en DPBS como control, y después se lavaron tres veces con DPBS. Se marcaron
fluorescentemente células T recién aisladas a 5x10° células/ml en RPMI con calceina-AM 5 uM (Molecular Probes,
Eugene, OR) durante 30 min a 37°C en CO, al 5%. Después se lavaron las células tres veces con RPMI que contiene
SBF al 5%. Se resuspendieron las células T marcadas con calceina en RPMI y se afiadieron 5x10° células T/pocillo
a placas de 96 pocillos que contienen componentes purificados de la MEC o BSA durante los tiempos indicados.
Se incubaron previamente concentraciones saturantes de Acm bloqueantes de integrinas (predeterminadas mediante
citometria de flujo) con células T durante 30 min a 37°C antes de afiadir las células T a los pocillos para el ensayo de
adhesion. Se eliminaron las células no adherentes mediante una técnica de lavado normalizada que se desarrollé para
minimizar la unién de fondo, que incluye un movimiento tanto orbital como oscilante repetido tres veces con RPML.
Se cuantificé la adhesion con un espectrofotémetro de fluorescencia de mdltiples pocillos (Tecan, Groedig, Austria).
Se expresaron los resultados para cada grupo experimental como el porcentaje medio + DE de las células T unidas a
partir de pocillos por triplicado.

Determinacion de apoptosis y muerte celular

Se determind la apoptosis mediante control de la fragmentacidn nuclear y la externalizacion de la fosfatidilserina
(PS). Para detectar la fragmentacién nuclear, se cultivaron las células T en presencia y ausencia de las galectinas
respectivas, con o sin anticuerpos bloqueantes o activacion adicional, durante 48 h. Después se fijaron las células en 0,2
ml de formaldehido al 37% durante 10 min a temperatura ambiente. Entonces, se trataron las células con 1 ml de PBS
que contiene Nonidet P-40 al 0,2% (Sigma-Aldrich) durante 2 min a temperatura ambiente y después se enjuagaron una
vez en PBS. Se distinguieron las células apoptéticas mediante tincién del ADN nuclear con 4,6-diamino-2-fenilindol
(DAPI) (Calbiochem). Se anadi6 el DAPI a una concentracién de 0,2 ng/ml de PBS y se incub6 a temperatura ambiente
durante 20 min. Se enjuagaron las células dos veces en PBS y se mantuvieron los cubreobjetos con el lado de las células
hacia abajo sobre un portaobjetos de un microscopio y se analizaron usando un microscopio Zeiss Axiovert 135M (Carl
Zeiss, Oberkochen, Alemania). Para analizar las fases tempranas de la apoptosis, se midi6 la externalizacién de PS. Se
cultivaron las células tal como se describid, se recogieron a los puntos de tiempo respectivos, se tifieron con anexina-
V marcada con FITC y PI y se analizé mediante citometria de flujo usando el programa de software CellQuest (BD
Pharmingen). Se analiz6 un minimo de 15.000 células en cada caso.
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Evaluacion del potencial de membrana mitocondrial

La rodamina 123 es un colorante catiénico fluorescente que se acumula en la matriz mitocondrial debido a su
carga y solubilidad tanto en la membrana mitocondrial interna como en el espacio de la matriz (22). Basdndose en la
observacion de que la acumulacién de este colorante lipdfilo esta en proporcion a AY, y que la desexcitacion de la
mitocondria disminuye la fluorescencia de la rodamina 123 (23), los inventores midieron el potencial de membrana
mitocondrial de PBT. Se estimularon las células en presencia o ausencia de galectina-2 con CD3 durante 24 h, se
recogieron, se lavaron y se resuspendieron en 1 ml de rodamina 123 (10 pg/ml, Sigma-Aldrich) durante 30 min a 37°C
en oscuridad. Se lavaron las muestras dos veces en PBS frio y se realiz6 inmediatamente el andlisis de fluorescencia
mediante citometria de flujo usando un laser de i6n de argén con un filtro de emisién a 530 nm sin fijacién (BD
FacsCalibur). Se usaron PBT sin estimulacién y muestras sin teflir como controles.

Andlisis de citometria de flujo

Para la tincién de la superficie, se lavaron las células dos veces en PBS helado y se resuspendieron 1x10° células
en tamp6n de flujo (HBSS que contiene BSA al 1% y azida sédica al 0,1%). Se incubaron las células con el Acm
respectivo a concentraciones saturantes predeterminadas o con un Acm de ratén no especifico del mismo isotipo
(DAKO) durante 30 min a 4°C, se lavaron dos veces con tampén de flujo, y se incubaron con IgG de cabra anti-
ratén conjugado con FITC durante 30 min a 4°C. Se lavaron de nuevo las células dos veces con tampén de flujo,
se fijaron en paraformaldehido al 1% y se analizaron mediante un citémetro de flujo de laser unico (FacsCalibur,
Beckman Coulter), usando el software Cell Quest (BD Pharmingen). Se seleccionaron las células tefiidas con un Ac
control negativo que contenian < 2% de las células positivas. Para realizar el andlisis de las proteinas intracelulares,
se lavaron las células dos veces con PBS, se ajustaron a 1x10° células por muestra y se fijaron en metanol al 90% a
-20°C. Tras la fijacion, se lavaron las células dos veces con PBS y se incubaron con un anticuerpo de ratén monoclonal
anti-bax, Bcl-2, Rb, ciclina A, p21, p27, o p53 durante 45 minutos a 4°C, seguido por una incubacién con un Acm de
cabra anti-ratén conjugado con FITC (Biosource) durante 45 minutos a 4°C. Después de eso, se lavaron las células
y se analizaron mediante citometria de flujo tal como se describié anteriormente. Se determiné el nivel de fondo de
inmunofluorescencia mediante incubacion de las células con IgG de ratén conjugada con FITC.

Determinacion de la actividad caspasa

Para medir la actividad caspasa, se incubaron 5x10° PBT en presencia o ausencia de galectina-2 50 pg/ml junto con
derivados del Ac anti-caspasa-3 purificado por afinidad marcado con PE (BD Pharmingen), el inhibidor de caspasa-8
marcado con carboxifluoresceina FAM-LETD-fmk o el inhibidor de caspasa-9 FAM-LEHD-fmk (ambos de Biocharta,
Hamburgo, Alemania), uniéndose todos de manera irreversible a la caspasa-3, 8 6 9 activadas, respectivamente. Des-
pués se analizaron las células por citometria de flujo (FACS-Calibur, BD) y se determiné el aumento de la actividad
caspasa tras la seleccion adecuada en correlacion con las células sin tratar.

Andlisis del ciclo de las células T

Se realiz6 citometria de flujo tras tincién para determinar el contenido de ADN, y ciclina B1, esencialmente tal
como se describié previamente (21). Se lavaron brevemente las células dos veces con PBS, se ajustaron a 1x10°
células/muestra y se fijaron en metanol al 90% a -20°C. Tras la fijacién, se lavaron las células dos veces con PBS, se
incubaron durante 45 min a 4°C con un anticuerpo monoclonal conjugado con FITC-ciclina B1. Tras el lavado final,
se resuspendieron las células en PBS y 5 ul de ARNasa (0,6 ug/ml, 30-60 Unidades Kunitz, Sigma), se incubaron a
37°C durante 15 min y después se enfriaron en hielo. Se afiadieron ciento veinticinco microlitros de PI (200 pg/ml)
antes del andlisis mediante citometria de flujo. Cada andlisis se realizé sobre al menos 25.000 acontecimientos.

Andlisis estadistico

Se realizé el andlisis estadistico usando la prueba de la t de Student para datos emparejados. Los resultados se
expresan como la media + EEM y se dedujo la significacién con valores de p < 0,05.

Ejemplo 2
Resultados
Expresion de galectina-2 en células T

Mientras que la galectina-1 y la galectina-3 se distribuyen ampliamente entre diversos tejidos de mamiferos y tipos
celulares, otras galectinas tales como la galectina-4 y la galectina-6 se expresan de forma mads restringida en los tejidos
(6-8). La expresion de galectina-2 es distinta de la de otras galectinas y parece restringirse al tracto GI (8, 9). Dentro
del tracto GI, se detect6 la expresion del ARNm de la galectina-2 en el duodeno, yeyuno y, en un menor grado, en el
ciego, el colon y el recto (9), sin embargo no se ha examinado atin la expresién de la proteina en tejidos humanos. Ya
que las galectinas ejercen efectos inmunorreguladores potentes, los inventores quisieron en primer lugar saber, si la
galectina-2 se expresa en células T intestinales y periféricas en reposo y activadas. Los andlisis de PCR demostraron
que, al contrario que la galectina-1, el ARNm de la galectina-2 no se expresa en PBT en reposo o activadas (figura
la). Por consiguiente, los andlisis de inmunotransferencia de tipo western no lograron detectar la expresion de la
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proteina galectina-2 en PBT o LPT en reposo o estimuladas (figura 1b). Se us6 la linea celular epitelial intestinal no
transformada de rata IEC-6 como control positivo, que demuestra la expresién de galectina-2 en estas lineas celulares
(figura 1b).

Union dependiente de 3-galactosido de la galectina-2 a las células T

Para examinar si la galectina-2 ejerce su funcién inmunorreguladora mediante la unién a células T, se marcé la
galectina-2 con biotina y se afiadieron a PBT no activadas, activadas con anti-CD3, o activadas con PMA y PHA
durante periodos de tiempo crecientes. Los andlisis de citometria de flujo mostraron que la unién semimdxima de la
galectina-2 se producia en los tres grupos en un plazo de 60 min de incubacién, alcanzé un méaximo a las 6 h y se
mantuvo unida durante los tres dias siguientes (figura 2). Se inhibi6 la unién de la galectina-2 a las PBT mediante el
[B-galactésido lactosa, pero no sacarosa (figura 2).

La galectina-2 se une a la integrina B1

Con el fin de estudiar en mds profundidad la interaccidn entre la galectina-2 y las células T, los presentes inventores
seleccionaron varios Acm que habian mostrado que bloqueaban la unién de la galectina-1 a lineas de células T humanas
transformadas (24). Los inventores, por tanto, incubaron previamente las PBT recién aisladas con Ac que reconocian
CD3, CD7 e integrina §1 durante 1 h y afiadieron después galectina-2 biotinilada durante 24 h adicionales. Cuando
se determind la unién de la galectina-2 a las células T mediante citometria de flujo, la incubacién previa con el Acm
bloqueante de la integrina 51 redujo la unién de la galectina-2 a las células T en un 48,2 + 9,4%, mientras que al
contrario que la galectina-1 (24), CD3 y CD7 no lograron inhibir la unién de la galectina-2 a las células T. (figura 3a).

Para aislar directamente los complejos que contienen galectina-2, los inventores realizaron inmunoprecipitacion
usando perlas magnéticas activadas con tosilo. Se recubrieron las perlas con galectina-1, galectina-2, o BSA durante
24 h y después se incubaron con células T purificadas. Tras la inmunoprecipitacion, se inmunotransfirieron los lisados
celulares frente a CD3, CD7 e integrina S1. Tal como se muestra en la figura 3b, la galectina-1 se une a CD3, CD7, y
B1, mientras que la galectina-2 sélo se une a 81, pero no a CD3 o CD7.

Induccion de la apoptosis de las células T mediante galectina-2

Las galectinas tienen una variedad de efectos moduladores en las células T y pueden inducir, pero también inhibir
la apoptosis de las células T (25, 26). Ya que no se sabe si la galectina-2 modula la apoptosis de las células T, lo
inventores evaluaron en primer lugar si la galectina-2 induce la exposicidn superficial de fosfatidilserina, tal como se
midié mediante tincidon con anexina-V, en PBT activadas y sin activar. Cuando se cultivaron las PBT en presencia de
0, 10, 25, 50 y 100 pg/ml de galectina-2, pero sin estimulacion celular, la galectina-2 no logré inducir la apoptosis de
las células T (figura 4). Al contrario, cuando se activaron las PBT mediante Acm anti-CD3, la galectina-2 indujo una
apoptosis dependiente de la dosis, pero también, si bien es cierto que en un menor grado, la necrosis de las células
T (figura 4). A diferencia de esto, el inmunosupresor tacrolimus (FK506), que se usa normalmente para prevenir el
rechazo de dérganos tras el transplante alogénico de rifiones e higados y para tratar las enfermedades inflamatorias
del intestino resistentes en pacientes seleccionados, no hace distincién entre células T estimuladas y no estimuladas e
induce principalmente necrosis (figura 12) provocando asi posibles efectos septicémicos. El porcentaje de apoptosis
de las células T inducido por galectina-2 fue mayor que el inducido por galectina-1 (figura 4), y fue comparable en
poblaciones de células T CD4 y CDS positivas (datos no mostrados). Para examinar la necesidad de la sintesis de
proteinas de novo para la muerte celular inducida por galectina-2, se expusieron las células a 0, 10, y 1000 nM de
ciclofosfamida, un inhibidor de la sintesis de proteinas (véase Kashio, Y., K. Nakamura, M. J. Abedin, M. Seki, N.
Nishi, N. Yoshida, T. Nakamura, y M. Hirashima. 2003. Galectin-9 induces apoptosis through the calcium-calpain-
caspase-1 pathway. J. Immunol. 170:3631), en presencia y ausencia de galectina-2. Ademads, los inventores examinaron
el efecto de la lactosa sobre la capacidad de la galectina-2 para inducir apoptosis. Mientras que la ciclofosfamida
no logré modular la muerte de células T inducida por galectina-2 (datos no mostrados), se inhibi6 ampliamente la
apoptosis mediante lactosa 50 mM, pero no mediante sacarosa.

La apoptosis mediada por galectina-2 es dependiente de caspasa-3 y caspasa-9

Habiendo establecido que la galectina-2 induce la apoptosis de las células T, los inventores se interesaron en
evaluar las rutas apoptoticas usadas por la galectina-2. Por tanto, midieron las actividades caspasa en PBT tratadas con
galectina-2, activadas con anti-CD3 usando ensayos de sustratos fluorogénicos. Cuando se activaron las PBT mediante
la ruta de CD3, la galectina-2 indujo un aumento significativo en la actividad de la caspasa-3 y la caspasa-9, pero no de
la caspasa-8 (figura 5a). Para evaluar la importancia funcional de este hallazgo, los inventores evaluaron el efecto de
la inhibicién de la caspasa sobre la apoptosis de las células T inducida por galectina-2. Se evaluaron los inhibidores de
caspasa tanto especificos como de amplio espectro, y todos contenian fluorometilcetona (fmk), que hace que el efecto
inhibidor sea irreversible (todos usados a 50 uM). La inhibicién de la caspasa-1 (zYVAD) y la caspasa-8 (zIETD) no
tuvo efecto sobre la apoptosis de las células T inducida por galectina-2. Por el contrario, los inhibidores de caspasa-3
(zDEVD), caspasa-9 (zLEHD) y de amplio espectro (zVAD) inhibieron significativamente la muerte celular inducida
por galectina-2 (figura 5b). Puesto que se ha demostrado que la galectina-1 monomérica aumenta tanto la actividad
de la caspasa-8 como de la caspasa-9 (27), y que la galectina 9 de tipo de repeticién en tindem induce apoptosis
mediante caspasa-1, pero no caspasa-8 o caspasa-9 (28), los inventores también evaluaron el efecto de la galectina-7,
una galectina prototipo monomérica como la galectina-2 (2), sobre la apoptosis de las células T. Aunque la galectina-7
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indujo una apoptosis de las PBT comparable a la galectina-2, la incubacién previa con zZVAD, zDEVD, y zIETD, pero
no con zZLEHD inhibié la muerte celular mediada por galectina-7, lo que indica que la galectina-7 media la apoptosis
de las células T mediante caspasa-3 y caspasa-8, pero no caspasa-9 (figura 5b). Habiendo documentado el patrén
de activacién de caspasas mediante gal-2, los inventores procedieron a incluir gal-1 en alicuotas de las preparaciones
celulares de manera comparativa. La capacidad de zZVAD para reducir la muerte celular inducida por gal-1 proporciond
pruebas de que las caspasas estdn implicadas en la apoptosis mediada por gal-1 (figura 5B). Una diferencia llamativa
fue el marcado efecto del inhibidor de caspasa-8 (figura 5B). La apoptosis inducida por gal-1, por tanto, tiene su propio
perfil con implicacién de las caspasas-3, 8 y 9. Los ensayos con gal-7, otra galectina prototipo homodimérica, revelaron
de forma similar la actividad proapoptética de las células T estimuladas. La inhibicién de las caspasas-1, 3 y 8, pero
no de la caspasa-9, redujo su grado (véase anteriormente). Evidentemente, la implicacién de las caspasas es distinta
entre los subgrupos de prototipos de galectinas, asegurando un estudio adicional. Aqui, los presentes inventores se
centran en la ruta de la induccién de la apoptosis de gal-2. Con la caspasa-9 como mediador implicado de la respuesta
determinada por la exposicion a gal-2, parece probable que la gal-2 hace uso de la ruta intrinseca, una sugerencia
que puede someterse a prueba mediante la comprobacién del potencial de membrana mitocondrial. Asi, los inventores
procedieron seguidamente a analizar este pardmetro aprovechando la redistribucion de la rodamina 123.

La apoptosis mediada por galectina-2 es dependiente de caspasa-3 'y caspasa-9

La galectina-2 induce la actividad de la caspasa-3 y la caspasa-9, pero no caspasa-8 (A). Se incubaron las células
en presencia o ausencia de 50 ug/ml de galectina-2 durante 24 h y se evalud la actividad de las caspasas mediante
citometria de flujo tal como se describi6 en Materiales y Procedimientos. Los diagramas ilustrados son representativos
de cuatro experimentos independientes que dieron resultados similares. El inhibidor de caspasas de amplio espectro
zVAD y el inhibidor de caspasa-3 (zDEVD) alteran la actividad de las galectinas-2, 7 y 1 para inducir muerte celular. El
inhibidor de caspasa-1 zY VAD s6lo bloqueé la muerte celular inducida por gal-7, mientras que el inhibidor de caspasa-
9 zLEHD bloqueé la apoptosis inducida por gal-2 y gal-1. El inhibidor de caspasa-8 zIETD bloqueé la muerte celular
inducida por galectina-7 y galectina-1 (B). Los datos representan la media + EEM de cuatro series independientes
de experimentos. *p<0,05 para el aumento frente a ausencia de galectina; *p<0,05 para la disminucién frente a la
galectina.

La galectina-2 modifica la razon bax/bcl y altera el potencial de membrana mitocondrial

Los acontecimientos criticos para la apoptosis incluyen la pérdida del potencial de membrana mitocondrial, que da
como resultado la liberacién del citocromo c y la escision de la caspasa-9 (29). Habiendo establecido que la galectina-
2 induce la apoptosis de las células T mediante la caspasa-9, los inventores quisieron examinar después si la galectina-
2 altera el potencial de la membrana mitocondrial, libera el citocromo ¢ y por tanto, usa la ruta apoptotica “intrinseca”.
Para investigar esta posibilidad, los inventores usaron la redistribucién del colorante rodamina 123, un catién lipéfilo
que se acumula en la membrana mitocondrial. Cuando se activaron las PBT mediante la ruta de CD3 en presencia de 50
pg/ml de galectina-2, se encontr6 un claro descenso en el potencial de polarizacién mitocondrial en comparacién con
células cultivadas en ausencia de galectina-2 (figura 6a). Ademads, la galectina-2 aument6 la liberacion de citocromo
¢ de manera dependiente de la dosis en células T activadas, pero no en células T en reposo (datos no mostrados). La
apoptosis y la supervivencia también estdn reguladas por el equilibrio relativo de los miembros de la familia de Bcl-
2 proapoptéticos y antiapoptdticos. Ademads, puesto que la proteina bax forma canales conductores de iones en las
bicapas lipidicas de la mitocondria, y por tanto desempefia un papel principal en la ruta mitocondrial de la apoptosis
(30), los inventores investigaron si la galectina-2 modula la expresion proteica de las proteinas anti-apoptética bel-2
y la pro-apoptética bax en las células T. La inmunotransferencia y la citometria de flujo revelaron que la galectina-
2 reduce significativamente bcl-2, pero aumenta la expresion proteica de bax, dando como resultado una razén bcl-
2/bax inferior (figura 6b y c). Se ha publicado recientemente que la galectina-1 induce la exposicion superficial de
fosfatidilserina sin inducir apoptosis (31), sin embargo otros grupos no pudieron confirmar este hallazgo en otros tipos
celulares (32, 33). Para aclarar esta discrepancia con respecto a la galectina-2 y las PBT, los inventores analizaron
las rutas posteriores a la escision de la caspasa-3 en las células T. La inmunotransferencia revelé que la galectina-2
regulé por incremento el factor de fragmentaciéon del ADN (DFF) de manera dependiente de la dosis (figura 6c¢), que
se escinde proteoliticamente mediante la caspasa-3 e induce la fragmentacién del ADN de manera irreversible y por
tanto, la muerte celular (34). Estos datos se confirmaron mediante tincién con DAPI, lo que demuestra que 25 y 50
ug de galectina-2 inducen fragmentacién nuclear (datos no mostrados) y se confirmé la ejecucion de la apoptosis por
galectina-2.

La galectina-2 no modula el ciclo de las células PBT

Las células T en reposo estan protegidas de la muerte celular inducida por antigeno y por tanto, la apoptosis y
el ciclo celular estdn intimamente relacionados entre si (35-37). Se sabe que la galectina-1 inhibe la proliferacion de
timocitos y de hibridoma de células T murinas (38). Para evaluar la cuestion, si la galectina-2 modula el ciclo de
las células T, los inventores realizaron un andlisis de los perfiles del ciclo de las PBT en respuesta a la galectina-2,
usando tinciéon del ADN. Cuando se selecciona la fraccion de células vivas, la distribucion de la fase del ciclo celular
fue comparable en las PBT activadas con anti-CD3 cultivadas en ausencia o presencia de galectina-2 25, 50, y 100
ug/ml (figura 7a). Los presentes inventores investigaron después si la galectina-2 modula los niveles de las moléculas
reguladoras clave responsables del inicio y avance de cada fase del ciclo celular. Tal como se determiné mediante
andlisis de inmunotransferencia de tipo western, la galectina-2 no alter6 los niveles proteicos de los promotores de
ciclo celular ciclina D2, proteina de retinoblastoma (Rb), o ciclina A, ni de los inhibidores de ciclo celular 21, p27, y
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p53 (figura 7b). Para determinar si este efecto es distinto para la galectina-2, los inventores también examinaron los
efectos de las galectinas-1, 2, y 7 sobre la expresion de la ciclina B1 mediante citometria de flujo junto con tincién
con PI para cuantificar de manera exacta la progresién del ciclo celular hacia la fase G2/M. Cuando se activaron
las PBT con Acm anti-CD3 y se incubaron en presencia de galectina-1 o galectina-7, la expresién de la ciclina B1
cay6 significativamente de manera dependiente de la dosis desde el 8% hasta el 1% y desde el 7% hasta el 1%,
respectivamente (figura 8). Al contrario, la galectina-2 no inhibi6 la progresion del ciclo celular de las PBT, tal como
se demostré mediante los niveles de ciclina B1 inalterados (figura 8).

La galectina-2 modula la expresion de integrinas y la adhesion celular

Las galectinas actian como moduladores de la adhesion celular mediante la interaccién con las proteinas glucosi-
ladas apropiadas en la superficie celular o dentro de la matriz extracelular (MEC) (39). Esta interaccién estd mediada
por integrinas y ya que los inventores demostraron anteriormente, que la galectina-2 se une a la integrina S1, los in-
ventores quisieron determinar si la galectina-2 altera la expresion de integrinas en las células T. Cuando se activan las
PBT mediante la ruta de CD3, las galectinas-1 y 2 regularon por disminucién la expresion de las integrinas S1 y a5
(figura 9). En contraposicidn, ni la galectina-1 ni la galectina-2 cambiaron la expresion de la integrina 34, responsable
de la migracién de las células T hacia la 1dmina propia intestinal, y regularon por incremento levemente la expresién
de la integrina @5, lo que indica que las galectinas regulan la expresién de integrinas de manera distinta. Resulta inte-
resante que cuando se examinaron las células T intestinales como fuente de células T memoria, la galectina-2 no logré
modular la expresion de la integrina 81, lo que indica que la capacidad de la galectina-2 para afectar a la expresion de
integrinas no sélo es distinta para las integrinas individuales, sino también para la diferenciacion celular (figura 9).

Las galectinas modulan de manera distinta la adhesion de las células T a la matriz extracelular y la presencia de
galectina-1 inhibe la adhesion de las células T a las glucoproteinas de la MEC (40, 41). Habiendo demostrado que
la galectina-2 altera la expresion de integrinas de las células T, los inventores supusieron que la galectina-2 también
modificaria la adherencia de las células T a los compuestos de la MEC. Cuando se activaron las PBT mediante la ruta de
CD3,el 22,1 +3,5% y el 26,3 + 5,6% de las células se adhirieron al coldgeno tipo I o a la fibronectina, respectivamente
(figura 10a). Confirmando el conocido efecto de la galectina-1 sobre la adhesion de las células T (40), la galectina-
1 disminuy6 sustancialmente la unién de las células T al coldgeno tipo I (9,2 + 3,5%) y a la fibronectina (14,0 +
4,6%) (figura 10a). En contraposicion, aunque la adhesién al coldgeno tipo I también se redujo significativamente
mediante la galectina-2 (15,1 + 5,6%; p < 0,05), la adhesién a la fibronectina se potencid significativamente mediante
la galectina-2 (39,8 + 4,9%; p < 0,05) (figura 10a). De nuevo, los inventores analizaron la galectina-7 para verificar
si esta caracteristica es especifica de la galectina-2. Tal como se representa en la figura 10a, la galectina-7 no logré
alterar significativamente la adhesion de las PBT al coldgeno o a la fibronectina. Tal como se mostrd anteriormente, la
regulacién por incremento de la integrina 81 por CD3 se inhibe mediante la galectina-2 en PBT, pero no en LPT. Sin
embargo, cuando se analiz6 el efecto de la galectina-2 sobre la adhesion de las células T en LPT, de forma comparable
a las PBT, la galectina-2 inhibi6 la adhesion celular al coldgeno, mientras que aumentd la unidn a la fibronectina (p
< 0,05; figura 10a). Para confirmar que estos efectos estaban mediados por receptores de coldgeno y fibronectina,
se incubaron previamente las células durante 1 h con un subconjunto Acm especificos bloqueantes de integrinas.
Tras la incubacidn previa, se afiadieron 25 pg/ml de galectina-2 y las células se dispusieron en capas sobre pocillos
recubiertos con BSA, coldgeno o fibronectina. La adhesion celular al coldgeno se inhibi6 significativamente mediante
Acm frente a 81, al y @2, mientras que la adhesion a la fibronectina se bloqueé mediante Acm frente a 81, a3, o4,y
a5 (figura 10b), lo que indica que la adhesidn de las células a sus respectivas matrices extracelulares estaba mediada
por receptores de coldgeno y fibronectina, respectivamente. Tal como se mostré anteriormente, la galectina-2 se une
a Bl (figura 3a, b). Para determinar si esta unién puede implicar a la integrina 51 sobre la superficie celular y, por
tanto, puede alterar la adhesion de las PBT a la MEC, los inventores incubaron previamente las células durante 1 h con
galectina-2 y afadieron Acm frente a integrina-81. Después se permiti6 a las células adherirse sobre los compuestos
de la MEC. Curiosamente, la incubacién previa con galectina-2 antes de afiadir el Acm frente a integrina-81 revirtié
el efecto inhibidor del Acm frente a la integrina 81, cuando se afadieron en primer lugar, lo que indica que, al menos
en parte, los sitios de expresion de la integrina se neutralizaron mediante galectina-2 (figura 10b).

Modelo animal de colitis

Se indujo la colitis en ratones Balb/c, de 8 a 10 semanas de edad, hembras (Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME)
afiadiendo DSS al 5% (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) (sulfato de dextrano sédico (DSS) a su agua de bebida y
permitiéndoles beber ad libitum. Se trataron grupos de ratones con 1 mg/kg PC (peso corporal) de galectina-2 por via
intraperitoneal o PBS 2 h antes de la administracién de DSS. Se pesaron los ratones y se buscé hemorragia rectal y
diarrea. Siete dias después de la induccién de la colitis mediante DSS, se sacrificaron los ratones, se extirpé el colon
completo y se midi6 su longitud y se pesd. Se determind el indice de actividad de la enfermedad (DAI,; es decir, la
puntuacién combinada de la hemorragia y la pérdida de peso) segiin un sistema de puntuacién convencional.

El indice de actividad de la enfermedad

Pérdida de peso corporal: O = sin pérdida; 1 = de un 5% a un 10%; 2 = de un 10% a un 15%; 3 = de un 15% a un
20%; 4 =>20%.

Hemocultivo: 0 = sin sangre; 2 = positivo; 4 = mucha sangre.
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En este experimento el DAI oscila desde 0 hasta 8. Cuanto mads alta sea la puntuacién del DAI, se habra afectado
el animal mds gravemente con colitis.

Resultados
DALI: grupo control 6,3 + 2,30 (media + DE), n=24
Grupo tratado con galectina 45 +2,1,n=10; p=0,04

Los resultados muestran que aquellos animales tratados con galectina-2 mostraron una reduccién significativa de
gravedad de la colitis probando que la galectina-2 es particularmente adecuada para la prevencién o el tratamiento de
las enfermedades inflamatorias del intestino.
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REIVINDICACIONES

1. El uso de galectina-2 o de un 4cido nucleico que codifica para galectina-2 o de su hebra complementaria, o de
un 4cido nucleico que hibrida con tal dcido nucleico codificante o su hebra complementaria, para la fabricacién de
un medicamento para el tratamiento de un paciente que tiene una enfermedad con apoptosis alterada de células T, en
la que dicha enfermedad con apoptosis alterada de células T se selecciona del grupo que comprende enfermedades
autoinmunitarias y enfermedades de células T tumorales.

2. Uso segun la reivindicacion 1, en el que dicha apoptosis alterada, en particular dicha apoptosis alterada de células
T estd implicada en o asociada con la patogenia de dicha enfermedad.

3. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dichas enfermedades autoinmunitarias se
seleccionan del grupo que comprende artritis reumatoide, enfermedades inflamatorias del intestino, esclerosis multiple,
psoriasis, lupus eritematoso, esclerodermia, hepatitis autoinmunitaria y nefritis autoinmunitaria.

4. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dichas enfermedades de células T tumorales
se seleccionan del grupo que comprende linfomas T no-Hodgkin periféricos y linfoblasticos/nodales y extranodales.

5. Uso segtin la reivindicacién 3, en el que dichas enfermedades inflamatorias del intestino son la enfermedad de
Crohn o colitis ulcerosa o colitis indeterminada.

6. Uso segtin la reivindicacién 5, en el que dicha enfermedad inflamatoria del intestino es la enfermedad de Crohn.
7. Uso segtn la reivindicacion 3, en el que dicha enfermedad autoinmunitaria es la artritis reumatoide.

8. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicha galectina-2 es galectina-2 humana o
de rata.

9. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicha galectina-2 tiene una secuencia de
aminodcidos seleccionada del grupo que comprende SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO: 2.

10. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicha galectina-2 ha de administrarse en
combinacién con un agente que inhibe la proliferacion de las células T y/o un agente que induce la apoptosis de células
T.

11. Uso segun la reivindicacién 10, en el que dicho agente que inhibe la proliferacion de las células T se selecciona
del grupo que comprende esteroides, macrdlidos, tales como ciclosporina y rapamicina, tacrolimus, azatioprina, 6-
mercaptopurina, metotrexato y ciclofosfamida.

12. Uso segun la reivindicacion 10, en el que dicho agente que induce la apoptosis de las células T se seleccio-
na del grupo que comprende anticuerpo anti-TNFa (infliximab, adalimumab y CDP 870), etanercept, leflunamida,
natalizumab (Acm anti-Integrina a4/57), visilizumab (Acm anti-CD3).

13. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicha galectina-2 ha de administrarse en
combinacién con un fairmaco que induce la apoptosis de las células T mediante una ruta dependiente de caspasa-8, o en
el que dicha galectina-2 ha de administrarse a un paciente que no muestra o no ha mostrado una respuesta perceptible a
un farmaco que se sabe que normalmente induce apoptosis de las células T mediante una ruta dependiente de caspasa-
8.

14. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicha galectina-2 ha de administrarse en
combinacién con farmacos antiinflamatorios tales como 5-aminosalicilatos (5-ASA), mesalazina, olsalazina, balsala-
zina, sulfapiridina y agente antiinflamatorio no esteroideo y/o un agente antirreumatico.

15. Uso segtin la reivindicacidon 14, en el que dicho agente antirreumatico es un farmaco antirreumatico modificador
de la enfermedad (DMARD).

16. Uso segtin la reivindicacién 15, en el que dicho firmaco antirreumdtico modificador de la enfermedad se
selecciona del grupo que comprende aspirina, naproxeno, diclofenaco, ibuprofeno, naprosina, indometacina, piroxican
y farmacos bioldgicos seleccionados del grupo que comprende anakinra y etodolac.

17. Uso segtn la reivindicacion 15, en el que dicho agente antirreumético se selecciona del grupo que comprende
compuestos de oro, D-penicilamina, firmacos antimalaria tales como cloroquina, y sulfasalazina.

18. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicha galectina-2 ha de administrarse en
combinacidén con inhibidores de la ciclooxigenasa-2 (inhibidores de la COX-2).
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19. Uso segtn la reivindicacién 18, en el que dichos inhibidores de la ciclooxigenasa-2 se seleccionan del grupo
que comprende celecoxib, rofecoxib y valdecoxib.

20. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicha galectina-2 ha de administrarse en
combinacién con un agente activador de células T.

21. Uso segtn cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicha galectina-2 ha de administrarse en
combinacién con un B-galactésido.

22. Uso segtn la reivindicacién 21, en el que dicho -galactésido es lactosa.

23. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicha galectina-2 ha de administrarse
mediante administracién sistémica y/o administracién tépica.

24. Uso segun la reivindicacion 23, en el que dicha administracion se produce mediante ingestién, preferiblemente
por via oral o anal, y/o mediante inyeccidn, preferiblemente mediante inyeccidn intravenosa, intramuscular, intraperi-
toneal o subcutdnea, y/o mediante aplicacion nasal.

25. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones 23-24, en el que dicha galectina-2 ha de administrarse como
enema y/o como supositorio y/o como forma farmacéutica de liberacion sostenida, por ejemplo, encapsulada en una
matriz de liberacion dependiente de pH.

26. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 23-25, en el que dicha galectina-2 ha de administrarse en una
forma pegilada o no pegilada o como mezcla de ambas formas.

27. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicho paciente es uno que tiene un estado
patolégico en el que, antes de la administracién de galectina-2, un subconjunto de las células T del paciente y/o un
subconjunto de macréfagos del paciente y/o un subconjunto de células presentadoras de antigenos del paciente no
experimentan apoptosis, preferiblemente apoptosis adecuada o en el que un subconjunto de células T y/o macréfagos
y/o células presentadoras de antigenos del paciente muestran una apoptosis alterada o defectuosa.

28. Uso segtin la reivindicacién 27, en el que dicho subconjunto de células T son células T que se han activado
previamente, preferiblemente mediante la ruta de CD3 o la ruta de CD2 o mediante mitégenos, moléculas coestimu-
ladoras tales como CD28 o CDA40, u otras rutas tales como receptores de tipo Toll o integrinas.

29. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones 27-28, en el que dicho subconjunto de células T y/o macréfagos
y/o células presentadoras de antigenos no estan en reposo.

30. Uso segtn la reivindicacion 29, en el que dicho subconjunto de células T y/o macréfagos y/o células presen-
tadoras de antigenos no son células que han salido del ciclo celular o no son células que estan detenidas en cualquier
fase del ciclo celular.

31. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 27-30, en el que dicho subconjunto de células T y/o macréfagos
y/o células presentadoras de antigeno se ubican principalmente en dichas articulaciones del paciente, preferiblemente
en articulaciones sinoviales, y/o en el tracto gastrointestinal de dicho paciente, preferiblemente en el revestimiento de
dicho tracto gastrointestinal, y/o piel, y/o pulmén y/o higado y/o rifién de dicho paciente y/o son una poblacién de
células sanguineas periféricas que se reclutan en una mucosa durante la inflamacién.

32. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicho paciente es uno que tiene un estado

patoldgico en el que, antes de la administracién de galectina-2, la razén entre la proteina Bcl-2 y la proteina Bax en
células T estd desequilibrada a favor de la Bcl-2 antiapoptdtica.
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<110> Charite

<120> Usos de galectina 2

<130> FB13465

<160> 2

<170> PatentIn version 3.2

<210>1

<211> 132
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 1

Met

1

Thr

Ile

Arg

Trp

Glu

Leu

His

Lys

Thr

Leu

Asn

Phe

50

Gly

Val

Pro

Leu

Leu
130

Gly

Lys

Leu

35

Ser

Gln

Lys

Asp

Ser

115

Lys

Glu

Ile

20

Gly

Glu

Glu

Phe

Gly

100

Glu

Leu

Thr

Gln

Ser

Gln

Thr

85

His

Leu

Glu

Gly

Gly

Thr

Arg

70

val

Glu

Ser
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Val

Ser

Thr

Ile

55

Glu

Thr

Leu

Val

Lys

Ile

Asp

40

val

Asp

Phe

Thr

Arg
120

Asn

Ala
25

Lys

Cys

His

Glu

Phe

105

Gly

Met

10

Asp

Leu

Asn

Leu

Ser

90

Pro

Gly

Asp

Gly

Asn

Ser

Cys

15

Asp

Asn

Phe

Met

Thy

Leu

Leu

60

Phe

Lys

Arg

Lys

Asp

His

45

Asp

Ser

Phe

Leu

Met
125

Pro

Gly

30

Phe

Gly

Pro

Lys

Gly

110

Ser

Gly

Phe

Asn

Ser

Gly

val

95

His

Ser

Ser

Val

Pro

Asn

Ser

80

Lys

Ser

Phe
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<210>2

<211> 130
<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 2

Met

1

Ser

Ile

Arg

Trp

Glu

Leu

His

Leu

Ser

Leu

Asn

Phe

50

Gly

val

Pro

Leu

Glu
130

Glu

Lys

Leu

35

Asn

Gln

Lys

Asp

Arg
115

Lys Phe

Ile Lys
20

Gly Gln

Glu Ser

Glu Gln

Leu Thr
85

Gly His
100

Tyr Leu

Glu

Gly

Gly

Thr

Arg

70

Leu

Ser

Ser

ES 2 282750 T3

Val Thr

Lys Ile

Lys Glu

40

Ile Val

55

Glu Asn

Thr Phe

Leu Thr

Met Asp
120

Asn

His

25

Thr

Cys

His

Gln

Phe

105

Gly

Leu

10

Asn

Leu

Asn

Ser

Asp

90

Pro

Leu

Asn

Asp

Asn

Thr

Cys

75

Lys

Asn

Gln

Met

val

Leu

Leu

60

Phe

Asp

Arg

Ile

Lys

Asn

His

45

Asp

Ser

Phe

Leu

Ser
125

Ser

Ser

30

Phe

Gly

Pro

Lys

Gly

110

Ser

Gly

15

Phe

Asn

Ser

Gly

vVal

95

His

Phe

Met

Thr

Pro

Ser

Ser

80

Thr

Asn

Lys
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