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(57) Abstract

New imunomodulating peptides are disclosed, having general Formula R;-aa;-aaj-aaj-aas-aas-Pro-
aas-aag-aag-adj(-aa; -adjp-aa 3-adjs-aa;s-R,y wherein Ry is H, R, is OH, or R; and R, are each an aminoacid residue or pep-
tidic chains, similar or different, which contain from 2 to 10 aminoacid residues, so that when R; =H and R, =OH, the for-
mula represents a pentadecapeptide whose N-terminal and C-terminal aminoacids are respectively aa; and aa;s; aa, is a
residue of Val, Leu, Ile, Ala, Lys or Gly; aa; is a residue of Glu or Asp; and the other aminoacid residues aa, different
from aa, and aa; may be any of the 20 natural aminoacids. The incubation of such peptides with lymphomononuclear cells
of peripheral blood enhances their cytotoxic activity against K562 and Daudi cells used as target cells of tumors. Prolifera-
tion of lymphomononuclear cells as well as an increase of the number and proportion of CD14+, CD56+ and CD11b+
are induced. Such peptides are useful in biotherapy for cancer and also as reagents to evaluate the cellular response capacity
of the immune system.

(57) Resumen

Se describen nuevos péptidos inmunomoduladores de formula genmeral Rj-aaj-aaj-aas-aag-aas-Pro-
aa;-aag-aag-aa;(-aa;(-aa|,-aa 3-aay4-ad s-R, en la cual R; representa H, Ry representa OH, o bien R, y R; representan cada
uno un resto de aminoacido o cadenas peptidicas, iguales o diferentes, que contienen 2 a 10 restos de aminoacidos, de tal
modo que cuando R;=H y Ry =OH, la formula representa un pentadecapéptido cuyos aminoacidos N-terminal y C-termi-
nal son respectivamente aa; y aa;s; aa, es un resto de Val, Leu, Ile, Ala, Lys o Gly; aa;; es un resto de Glu o Asp; y los
otros restos de aminoacidos aa,, distintos de aa, y aa;; pueden ser cualquiera de los 20 aminoacidos naturales. La incuba-
cion de estos péptidos con células linfomononucleares de sangre periférica aumenta su actividad citotoxica frente a células
K562 y Daudi utilizadas como células diana de tumores. Se induce proliferacion de las células linfomononucleares junto
con un aumento en el nimero y proporcion de células CD14+, CD56 4+ y CD11b +. Estos péptidos son itiles en bioterapia
de cancer y también como reactivos para evaluar la capacidad de respuesta celular del sistema inmune.
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NUEVOS PEPTIDOS SINTETICOS CON ACTIVIDAD INMUNOMODULADORA Y
SU PREPARACION

El presente invento se refiere a una serie de nuevos
péptidos activos como modulares del sistema inmune. Estos
péptidos son Gtiles en inmunoterapia adoptiva y como reacti-
vos para evaluar la inmunidad mediada por células. Estas nue
vas moléculas, por su capacidad para inducir actividad cito-
toéxica, encuentran aplicacién terapéutica en enfermedades
originadas o acompafiadas por alteraciones en el sistema inmu-
ne, como ocurre en algunos tipos de cancer, infecciones y pa-
tologias degenerativas o congénitas. Pueden ser utiles tam-

bién en la profilaxis de disfunciones del sistema inmune.

Fundamentos del invento

La participacién de mecanismos inmunoldgicos en la
patogenia y desarrollo de diversas enfermedades como cancer,
infecciones y patologias congénitas o degenerativas es bien
conocida. Se sabe también que la modulacién de las alteracio-
nes inmunoldgicas, mediante la administracién de moléculas me
diadoras de citotoxicidad, puede modificar la evolucidn natu-
ral de estas enfermedades, retrasando la aparicién de compli-
caciones o incluso induciendo la curacién (Rosenberg SA, Mule
JJ, Spies PJ, Reichert CM, Schwartz SL, J Exp Med (1985)
161:1169-1188). También es bien conocida la participacidn de
péptidos y proteinas en algunos de los mecanismos que regulan
la respuesta inmunolégica. Investigaciones recientes han con-
ducido a importantes descubrimientos en este campo que han
permitido la identificacién de moléculas implicadas en el fun
cionamiento normal o anormal del sistema inmune (Young RA,
Elliott TJ, Cell (1989) 59:5-8; Marx J, Science (1990) 249:
246-248); han conducido también a la sintesis de nuevas molé-
culas con la intencién de potenciar, modular o modificar los
efectos obtenidos con productos naturales. La generacidén "in
vitro" de células con actividad antitumoral a partir de célu-

las linfomononucleares presentes en sangre periférica, o a
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partir de células linfomononucleares extraidas de tumores re-
seccionados, ha puesto de manifiesto que es posible modular
"ax vivo" el sistema inmune de tal manera que seé abra la puer
ta a nuevos abordajes terapéuticos en enfermedades resisten-
tes hasta ahora a los tratamientos convencionales (Rosenberg
SA. In De Vita VT, Hellman S, Rosenberg SA eds. Important
advances in oncology. Philadelphia: JB Lippincott, 1986:55-
-91; Topalian SL, Rosenberg SA eds. Important advances in
oncology. Philadelphia: JB Lippincott, 1990:19-41).

Las proteinas y los péptidos, asi como otros com-
puestos derivados de aminoacidos u otras estructuras quimi-
cas, se utilizan ya como inmunomoduladoreé en la practica
clinica. Entre las proteinas o péptidos cabe citar Interfe-
ron- -gamma (The Merck Index 11 ed. NQ 4894), Interleukin-2
(The Merck Index 11 ed. N2 4896) y Thymomodulin (The Merck

Index 11 ed. N2 9338).

Entre los inmunomoduladores derivados de aminoacidos

pueden mencionarse unos cuantos compuestos: Bucillamine (The
Merck Index 11 ed. N2 1447) y Ubinimex (The Merck Index 11
ed. N2 9750). Otro grupo de los inmunomoduladores estéd rela-
cionado con mono- o poli-sacaridos. Representativos de este
grupo son Amiprilose (The Merck Index 11 ed. N2 499) y Lenti-
nan (The Merck Index 11 ed. NC 5322). Otros inmunoestimulado-
res poseen una estructura heterociclica o mixta. Pertenecen
a este grupo Muroctasin (The Merck Index 11 ed. N2 6217),
Platonin (The Merck Index 11 ed. Ne 7504), Procodazole (The
Merck Index 11 ed. N2 7769) y Tetramisole (The Merck Index 11
ed. N2 9161).

No obstante, este tipo de tratamiento estd sujeto a
controversia debido a la gravedad de algunos de los efectos
secundarios (Osband ME, Ross S, Immunology Today (1990) 13:
193-195). Por esta razdn, esta terapia queda ieservada a cen-
tros especializados en los que puedan evaluarse adecuadamente

los factores inmunoldégicos que han de considerarse para su

correcto manejo.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Basandonos en los datos existentes en la bibliogra-
fia sobre la existencia de péptidos que se unen especifica-
mente a los receptores implicados en la estimulacidn del sis
tema inmunitario (Bjorkman PJ, Saper MA, Samraoni B, Bennett
WS, Strominger JL, Wiley DC, Nature (1987) 329:506; White J,
Herman A, Pullen AM, Kubo R, Kappler JW, Marrack P. Cell
(1989) 56:27; Born W, Hall L, Dallas A, Boymel J, Schinnick
T, Young D, Brennan P, O'Brien R, Science (1990) 249:67;
Sette A; Buus S, Colon S, Smith JA, Miles C, Pierce SK, Proc
Natl Acad Sci USA (1987) 84:1659), hemos realizado la sinte-
sis de los péptidos objeto del invento. Estos péptidos indu-
cen actividad citotéxica mediada por células linfomononuclea-
res. Los péptidos objeto del presente invento responden a la

férmula general

Rl-aal-aaz-aa3-aa4-aas-Pro-aa7-aaa-aag-aalo-
23,,-33;,-33,3-33, ,-33,5-R,

en la cual R, representa H, R, representa OH, o bien R, y R,
representan cada uno de ellos un resto de aminodcido o cade-
nas peptidicas, iguales o diferentes, que contienen 2 a 10
restos de aminoacidos, de tal modo que cuando R,=H y R,=OH,
la férmula representa un pentadecapéptido cuyos aminoacidos
N-terminal y C-terminal son respectivamente aa; y aa,s;

aa, es un resto de Val, Leu, Ile, Ala, Lys o Gly:;

aa,, es un resto de Glu o Asp;

y los otros restos de aminoacidos aa, distintos de
aa, y aa,;, pueden ser cualquiera de los 20 aminodcidos natura-
les con configuracién L.

Por consiguiente, los péptidos del invento pueden
tener desde 15 aminodcidos (caso de R,=H y R,=0H) hasta 35
aminoacidos, cuando el péptido de 15 aminoédcidos es prolonga-
do por ambos extremos, representando asi cada uno de R; ¥y R,
desde ninguno hasta 10 restos de aminoacidos. La estructura
preferida es aquélla en la que R,=H y R,=OH, y es facilmente

soluble en agua.
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Debe quedar claro que las caracteristicas generales
de los péptidos objeto del presente invento vienen definidas
por:

i) la posicién de la Pro (situada entre aa; y aa,) en
relacién con los restos aa; ¥ aay, representando cada uno de
ellos los restos de aminodcidos anteriormente indicados; y

ii) la longitud de las cadenas peptidicas represen-
tadas por R, ¥ R;, que pueden ser iguales O diferentes; por
tanto los péptidos objeto del invento pueden tener de 15 a 35

aminoacidos.

La sintesis quimica de estos péptidos se ha realiza-
do mediante el método en fase sdélida de Merriefield (Merrie-
field RB; J Am Chem Soc (1963), 85:2149) con la modificacidn
Fmoc (Atherton E, Logan JC, Sheppard CR, J Chem SocC Perkin
Trans (1981), 1:538).

De acuerdo con esta técnica, la sintesis de los pép-

tidos se realiza de la siguiente manera:

1. Preparacién de la resina

La resina de gel de poliamida funcionalizada con
sarcosina se trata con dietilendiamina durante unas 10 horas
y de lava con abundante dimetilformamida (DMF). La resina se
hace reaccionar luego con un brazo activado (linkage agent en
la literatura anglosajona), el éster penta-fluor-fenilico del
acido 4-hidroxi-metil-fenoxiacético. Una vez que se ha agre-
gado este brazo, se realiza el ensayo de la ninhidrina de
Kaiser para cerciorarse de la ausencia de grupos aminos li-

bres y que, por tanto, debe resultar negativo.

2. Unién del primer aminodcido al brazo activado de la resi-

na:

Se prepara el anhidrido simétrico del primer aminoa-
cido con el grupo amino protegido con el grupo fluorenmetil-
oxicarbonilo (Fmoc). Cualquier otro grupo presente en la

cadena lateral del aminodcido debera ser igualmente protegido
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con un grupo compatible con la tecnologia de modificacidén
Fmoc. Se deja que el anhidrido simétrico reaccione con la re-
sina entre 80 y 100 minutos, utilizando dimetil-amino-piri-
dina como catalizador. Se lava luego la resina con abundante
dimetil-formamida (DMF) y se procede a retirar el grupo FmocC
con piperidina al 20% en DMF. El grupo amino esté ahora listo
para reaccionar con el grupo carboxilo de un nuevo aminoaci-
do.

3. Etapa de formacién del péptido:

El resto de los aminodcidos se incorporan secuen-
cialmente utilizando sus anhidridos simétricos o sus ésteres
activos.

Los anhidridos simétricos se preparan a partir de
los correspondientes aminodcidos activandolos con diciclohe-
xilcarbodiimida en diclorometano. La diclorohexil-urea inso-
luble que se forma como subproducto se elimina por filtra-
cién; el diclorometano se elimina en un evaporador instanta-
neo rotatorio y el anhidrido simétrico presente en el residuo
se disuelve en DMF y se agrega a la resina. Se deja que la
reacciéon prosiga durante 60-90 minutos, y si el ensayo de 1la
ninhidrina es negativo, ello muestra la ausencia de grupos
aminos libres (Kaiser E, Colescott RL, Bossinger CD, Cook PI,
Anal Biochem (1970) 34:595). Si el ensayo de la ninhidrina es
positivo, se repite esta etapa. En el caso de utilizar éste-
res activos, el procedimiento es mucho mas simple. El éster
activo (3 a 6 de exceso molar con respecto a la resina) se
disuelve directamente en DMF conteniendo una cantidad molar
de 1-hidroxi-benzotriazol equivalente a la del éster activo,
y se agrega a la mezcla de la reaccioén.

Si el ensayo de la ninhidrina resulta negativo, se
procede a retirar el grupo protector Fmoc con piperidina al
20% en DMF. El ciclo se repite con el resto de los aminoaci-
dos de tal manera que se haga crecer la cadena polipeptidica

desde el aminodcido C-terminal a aminoédcido N-terminal.
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4. Etapa de liberacién del péptido:

El aminoadcido en posicién C-terminal se libera de 1la
resina en condiciones en las que el péptido es estable. El
reactivo empleado es acido trifluoroacético al 95%, conte-
niendo fenol, y etanoditiol en proporciones que dependen de
los aminoacidos presentes en la muestra. LOS grupos protecto-
res de cadenas laterales del aminodcido se cortan también con

este reactivo.

5. Purificacidén del péptido:

El péptido obtenido se purifica mediante cromatogra-
fia liquida de alta presidn (HPLC) utilizando una columna de
Cc18 de fase inversa equilibrada con 0,1% en p/v de acido tri-
fluoroacético en agua, gque constituye el disolvente de parti-
da. Se establecid un gradiente lineal con el segundo disolven
te (acetonitrilo conteniendo 0,1% (p/v) de &cido trifluoroacé

tico) hasta que se alcanzd el 70% del Gltimo.

Caracteristicas estructurales de los nuevos péptidos obijeto

del invento -

Los péptidos sintetizados se han ensayado con res-
pecto a la actividad citotéxica que inducen en células lin-
fomononucleares procedentes de sangre periférica de donantes
sanos. La incubacién se realiza en presencia de distintas
concentraciones. Los péptidos mas activos son los que llevan
la prolina entre aa; y a3,, Y junto con aa, y aay, adoptando
los valores indicados anteriormente.

La incubacién de los péptidos activos con células
linfomononucleares obtenidas de sangre periférica aumenta su
actividéd citotoxica frente a células de las lineas K562 y
Daudi utilizadas como células diana de tumores. Experimentos
de control utilizando inmunomoduladores reconocidos, tal como
Interleukin-2 recombinante humana, han mostrado una actividad

similar, en la aniquilacién de células diana K562 y células
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Daudi, a la obtenida con los péptidos objeto de este invento.
Se induce proliferacién de las células linfomononucleares
junto con un aumento en el numero y proporcién de células
CDhl14+, CD56+ y CDllb+. Estos resultados indican que estos
péptidos pueden ser utilizados en inmunoterapia adoptiva para
el cancer, y también como reactivos para evaluar la capacidad
de respuesta celular del sistema inmune.

Debido a su pequefio tamafo, si se comparan con pro-
teinas y otras moléculas complejas, estos péptidos son presu-
miblemente menos to6xicos e inmunogénicos, y, por tanto, son
adecuados como agentes terapéuticos en desdérdenes clinicos
gque cursan con alteraciones del sistema inmune, como ocurre
en cancer, infecciones viricas e inmunodeficiencias. Podrian
utilizarse también en situaciones de alto riesgo en pacientes
ancianos y en ninos.

El invento se ilustra con algunos ejemplos.

EJEMPLOS

Ejemplo 1

Sintesis del péptido
Asn-Val-Leu-Gly-Ala-Pro-Lys-Lys-Leu-Asn-Glu-Ser-Gln-Ala-Val
Este pentadecapéptido responde a la formula general anterior

cuando

R, = H, R, = OH, aa, = val, aa = Glu

1 2 11

y los restantes aminodcidos son los especificados en el ejem-

plo.

1. Preparacién de la resina:

Doscientos mg de resina de gel de poliamida funcio-
nalizada con sarcosina (0,3 mEq/g) se tratan con 7 ml de
etilendiamina durante 10 horas en un reactor con agitacién
continua, y se hacen 10 lavados con bastante dimetilformami-

da. Se hace reaccionar luego la resina con un brazo activado
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o agente de unidén. Para ello se afaden 125,4 mg del éster
penta-fluor-fenilico del dcido 4-hidroxi-metil-fenoxiacético
(HMPA) y 48,64 mg de hidroxibenzotriaol (HOBT), ambos disuel-
tos en DMF, y se deja reaccionar durante 90 minutos. A conti-
nuacién se hacen 10 lavados con DMF y se realiza el ensayo de
ia ninhidrina de Kaiser, para cerciorarse de la ausencia de

grupos aminos libres.

2. Unién del primer aminodcido al brazo activado de la resi-

na:

Se prepara el anhidrido simétrico de la valina con
su grupo amino protegido por el grupo fluoren-metil-oxicarbo-
nilo (Fmoc). A este fin, se deja que reaccionen 244,4 mg del
aminodcido con 74,28 mg de dicloexilcarbodiimida (DCC), ambos
disueltos en diclorometano. Al anhidrido simétrico, disuelto
en DMF, se le deja reaccionar con la resina durante 80 a 100
minutos utilizando 4,4 mg de dimetil-amino-piridina como
agente catalitico. A continuacién se lava la resina con abun-
dante dimetil-formamida (DMF) y se elimina el grupo Fmoc con
piperidina al 20% en DMF. El grupo amino esta ahora listo

para reaccionar con el grupo carboxilo de un nuevo aminoaci-

do.

3. Incorporacién de los catorce aminodcidos restantes:

Se afiaden a la resina 154,65 mg del éster penta-
—-fluor-fenilico de la alanina disuelto en DMF junto con 43,8
mg de 1-hidroxi-benzotriazol (HOBT). El resto de los amino-
scidos se incorporan secuencialmente utilizando sus anhidri-
dos simétricos o los ésteres activos para conseguir la reac-
cién.

Los anhidridos simétricos se preparan a partir de
los correspondientes aminoacidos activandolos con diciclo-
hexilcarbodiimida en diclorometano. Se deja que la reaccién
de copulacién prosiga durante 90 minutos. Si el ensayo de la

ninhidrina resulta negativo, se elimina el grupo protector
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Fmoc con piperidina al 20% en DMF. Se repite el ciclo con el
resto de los aminoacidos de tal manera que la cadena polipep-
tidica crece del aminoacido C-terminal al aminodcido N-termi-
nal. A este fin, se utilizaron los ésteres penta-fluor-feni-
licos de glutamina

(173,16 mg), serina (171,21 mg), acido glutamico (691,66 mg),
asparagina (168,62 mg), leucina (168,33 mg), lisina (205,63
mg), lisina (205,63 mg), prolina (163,44 mg), alanina (154,65
mg), glicina (150,12 mg), leucina (168,33 mg), valina (163,33
mg) y asparagina (168,62 mg).

4. Etapa de liberacidén del péptido:

Después de eliminar el grupo Fmoc del Gltimo amino-
dcido incorporado, se rompe el enlace que une la valina con
la resina, asi como se escinden los grupos protectores de las
cadenas laterales de los aminoacidos de la secuencia. Esto se
realiza mediante adicién de 9 ml de la mezcla de corte (éacido
trifluorocacético al 95%, fenol al 2,5% y etanoditiol al 2,5%)
ya dejandolo reaccionar durante toda una noche. Se precipita
el péptido por la adicién de éter, y se hacen varios lavados
con este disolvente. Se recupera el precipitado después de la

evaporacidén completa del disolvente.

Ejemplo 2

Procediendo del mismo modo que en el Ejemplo 1 se

sintetiza el péptido siguiente:
Ser-Leu-Lys-Asp-Asp-Pro-Ser-Val-Ser-Lys-Glu-Ile-Leu-Ala-Val

Este pentadecapéptido responde a la férmula general

anterior cuando
R, = H, R, = OH, aa, = Leu, aa; = Glu

Los restantes aminodcidos son los especificados en
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este ejemplo.

Ejemplo 3

Procediendo de modo andlogo al del Ejemplo 1 se sin-

tetiza el péptido siguiente:
Glu-Ile-Leu-Asn-Met-Pro-Asn—Leu—Asn-Glu-Glu-Gln-Arg-Asn-Val

Esta pentadecapéptido responde a la férmula general

anterior cuando
R, = H, R, = OH, aa; = Ile, aa,; = Glu

Los restantes aminodcidos son los especificados en

este ejemplo.

Ejemplo 4

Asn—Gly-Phe—Ile—Gln-Ser—Leu—Lys-Asp—Asp—Pro—Ser—Val—Ser—Lys—
-Glu-Ile-Leu-Ala-Glu-Ala-Lys-Val
Este péptido, que consta de 23 restos de aminoacidos, corres-

ponde a la férmula general anterior cuando

R, = Asn-Gly-Phe-Ile-Gln, R, = Ala-Lys-Val, aa, = Leu, 383; =
Glu.

Los restantes aminodcidos son los especificados en

este ejemplo.

ESTUDIO DE LAS PROPIEDADES BIOLOGICAS DEL PEPTIDO OBJETO DEL

INVENTO
Generacién de células con actividad citotéxica frente a célu-

las diana NK sensibles y NK resistentes.

1. Leucaféresis
Se obtuvieron por leucaféresis células mononucleares

.y ——x
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de sangre periférica de donantes sanos, procesando 5 a 10
litros de sangre entera y empleando un separador celular de
flujo continuo Fenwall CS-3000 (Fenwall Laboratories, Deer-
field, Illinois, EE.UU.). Se obtuvo acceso al sistema vascu-

lar con un catéter venoso central de doble luz.

2. Activacidén de células mononucleares in vitro

Se lavaron y contaron células linfomononucleares
separadas y se las volvid a suspender a una concentracidn de
2x10° por ml en un medio de RPMI-1640 que contenia 10 unida-
des de penicilina por ml, 200 mg de gentamicina por ml, 2mM
de glutamina por ml y 2,5% de suero autélogo en una bolsa de
cultivo PL-732 (Fenwall Laboratories, Deerfield, Illinois,
EE.UU. ).

El medio de incubacidén contenia 200 microgramos del

péptido que se esta estudiando.

Péptido numero 1 (Péptido del Ejemplo 1).

Péptido numero 2 (Péptido del Ejemplo 2).

Péptido nuamero 3 (Péptido del Ejemplo 3).

Péptido numero 4 (Péptido del Ejemplo 4).

Péptido de control (Ala-Asp-Ala-Gln-Gln-Asn-Lys-Phe-Asn-Lys-
Asp-Gln-Gln-Ser-Val. En este pentadecapéptido falta la Proli-
na. Este péptido de control tiene en comin con los péptidos
objeto del invento solamente aa,,=Asp).

Las células se cultivan durante 4 dias en una incu-
badora de aire himedo a 379C, 5% de CO, y 21% de 0,. Se ex-
trae diariamente una muestra de un ml para estudios micro-
biolégicos.

Los cambios en la capacidad citotdéxica de las célu-
las linfomononucleares antes y después de la activacién del
péptido se miden con el ensayo de liberacién de °Cr, utili-
zando células diana de las lineas K562 y Daudi (Tabla I). Se
evaluan también los cambios fenotipicos de las células linfo-
mononucleares, antes y después de la activacidn del péptido,
con anticuerpos mononucleares marcados con fluoresceina y con

citometria de flujo automatizada (Tabla II). Es bien sabido
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que las células linfomononucleares son muy heterogéneas, pero
la presencia de marcadores de superficie (CD) permite la des-
cripcién de sus fenotipos (Weissman IL, Fathman CG, J Exp Med
(1973) 137:504; Small M, Herzenberg CA, Weissman IL, Cell

Immunol (1975) 15:109).

Tabla I. Actividad citolitica inducida por péptidos frente a
células diana K562 y Daudi. Se han obtenido células linfomo-
nonucleares de tres donantes sanos diferentes. (Valor medio

+ error esténdar).

ACTIVIDAD CITOTOXICA (%)

PEPTIDO DAUDI K562
Ninguno 9 + 3 19 £ 5
Péptido ne 1 68 £ 6 63 + 8
Péptido n2 2 62 = 8 62 = 7
Péptido n2 3 58 £ 9 59 + 9
Péptido nQ 4 56 £ 6 58 = 7
Péptido de control 10 £ 4 12 = 8

Tabla II. Fenotipos de las células linfomononucleares después
de la activacién del péptido. Se han obtenido células linfo-

mononucleares de tres donantes sanos diferentes. (Valor medio

+ error estandar).

CELULAS QUE EXPRESAN MARCADORES DE SUPER
FICIE (%)
PEPTIDO CD3 CD8 cpllb  CDi14 CD16 __ CD56
Ninguno 59 +3 17 +#2 1l4+4 91 115 6 %2
péptido n2 1 60 + 1 17 + 1 23 =517 * 22 +7 18 £ 6
péptido no 2 56 £+2 18+ 2 24 +318 +3 22 %617 £5
péptido no 3 50 + 3 17 +2 23 +418 +3 21 +£+518 £5
Péptido n2 4 56 +3 18 +2-21 317 £4 21 +617 %5
Péptido de
control 60 + 2 17 +2 13+ 4 9 +2 12+4 622
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REIVINDICACIONES

1.~ Nuevos péptidos activos como inmunomoduladores
que responden a la férmula general

Rl-aal-aaz-aaa-aa4-aa5-Pro-aa7-aa8-aa9—aalo-

aa,-23,,-233) 333, ,-33, 5-R,

en la cual R, representa H, R, representa OH, o bien R, ¥ R,
representan cada uno de ellos un resto de aminodcido o cade-
nas peptidicas, iguales o diferentes, que contienen 2 a 10
restos de aminoadcidos, de tal modo que cuando R,=H y R,=0H,
la férmula representa un pentadecapéptido cuyos aminoécidos
N-terminal y C-terminal son respectivamente aa; y aa,s;;

aa, es un resto de Vval, Leu, Ile, Ala, Lys o Gly:

aa,;; es un resto de Glu o Asp;

y los otros restos de aminoadcidos aa, distintos de
aa, y aa,; pueden ser cualquiera de los 20 aminodcidos natura-
les con configuracién L.

2. Sintesis de los péptidos segin la reivindicacién
1, siguiendo el método de fase sb6lida para la sintesis quimi-
ca de los péptidos.

3.- Uso de los péptidos segin la reivindicacién 1 en
el tratamiento del céncer.

4.- Uso de los péptidos segin la reivindicacién 1 en
el tratamiento de afecciones causadas o acompafiadas por inmu-
nodepresidn.

5.- Uso de los péptidos activos como inmunomodulado-
res segin las reivindicaciones 1 y 2 como reactivos de labo-
ratorio para el estudio de la inmunidad celular en sujetos
sanos y enfermos, y como herramienta para el diagnéstico de
cancer, infecciones y enfermedades que cursen con disfuncio-
nes del sistema inmunitario.

6.- Uso de los péptidos segin la reivindicacidén 1 en

HOJA SUSTITUIDA




WO 92/12171 PCT/ES91/00087

10

15

- 14 -

la profilaxis de disfunciones del sistema inmunitario en

sujetos sanos y ante situaciones de alto riesgo de pacientes
ancianos y nifos.

7.- Uso de los péptidos segin la reivindicacidén 1 en
el tratamiento de la inmunodeficiencia.

8.- Uso de los péptidos segin la reivindicacién 1 en
el tratamiento de enfermedades autoinmunes y degenerativas.

9.- Uso de los péptidos segun la reivindicacidén 1
para la obtencién de células linfomononucleares activadas
destinadas a aplicarse en el diagnéstico y tratamiento de
estados acompafiados o causados por disfunciones inmunoldgi-
cas.

10.- Uso de los péptidos segin la reivindicacidén 1

en inmunoterapia adoptiva.
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