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DIANA TERAPEUTICA EN RECEPTORES DE QUIMIOCINAS PARA LA
SELECCION DE COMPUESTOS UTILES PARA EL TRATAMIENTO DE PROCESOS
PATOLOGICOS QUE IMPLICAN LA SENALIZACION DE QUIMIOCINAS

La invencion se refiere a la identificacidn de dianas moleculares en complejos
de recepiores de guimiocinas/guimiocina cuya modulacidén es Gl para intervenir en
respuesias celulares mediadas por quimiocinas. La modulacibén exdgena de estas
dianas tferapéulicas bloquea especificaments los acontecimientos desencadenados
por fa unién de ia quimiocina ligande a su receptor, dichos acontecimientos incluyen,
entre olros, la migracion celular. Por tanto, la invencidn pertenece a los campos de la
medicina v la farmacologia, en particular al campo de dianas terapéulicas para la
deteccion de compuestos dliles en el ifratamiento de enfermedades o afecciones
clinicas cuyos sintomas ¢ patologias son consecuencia de los acontecimientos
desencadenados por la sefializacidn de quimiocinas, tales como enfermedades

inflamatorias y autoinmunitarias, asi como el céncer.

ANTECEDENTES DE LA TECNICA

Varias pruebas muestran la importancia de las quimiocinas y sus receplores en
muchos procesos fisioldgicos y patoldgicos; su expresion desregulada se relaciona
con enfermedades inflamatorias vy autoinmunitarias crénicas, inmunodeficiencias vy
cancer. Sin embargo, a pesar de los estudios exhaustivos, no se han aprobado todavia
farmacos para bloquear la unidn de las quimiocinas a sus receplores en pacientes con
enfermedades inflamatorias o autoinmunitarias.

Mediante el uso de técnicas convencionales de inmunoprecipitacion y Western
blot v, mas recientemente, melodologias biofisicas basadas en la transferencia de
energia de resonancia fluorescente, se ha demostrado claramente que el sistema
guimiocina/receptor es considerablementie mas complejo de o que se esperaba
iniciaimente. Los ligandos vy los receplores forman homodimeros y heterodimeros, e
incluso entidades oligoméricas en la superficie celular; estas estructuras muy
dinamicas estan reguladas por la expresion del receplor y los niveles de ligando.
Aunque estudios previos demostraron que los complejos receptores regulan la
sefializacion desencadenada por guimiocinas e incluso modulan 1a capacidad de unidn
de las guimiccinas, poco se sabe acerca de los factores que contribuyen a la
oligomerizacion del receptor, de la dinamica de esios complejos receptores en la

superficie celular o de los residuos implicados en la formacidn de oligdmeros.
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Descritas  originariamenie como mediadores especificos  del movimiento
direccional de leucocitos, hoy en dia se sabe que las quimiocinas estan implicadas en
una amplia diversidad de tipos y funciones celulares; se han relacionado con el frafico
de linfocitos, la regulacion de la diferenciacion de linfocitos T, la polarizacion de
macréfagos, la infeccidn por VIH-1, la angiogénesis, la organogénesis v la metasiasis
tumoral. Por tanto, la desregulacidn de su expresion esid implicada en muchas
enfermedades humanas, incluyendo enfermedades inflamatorias autoinmunilarias vy
cronicas, inmunodeficiencia y cancer (Charo IF v Ranschoff RM (2008) N Eng/ J Med
354 (8): 610-621; Gerard CaR BJ (2001} Nat. Immunol 2. 108-115). Las quimiocinas
son, por tanto, un importante foco de interés como dianas terapéuticas polenciales.

Existen casi 50 quimiocinas humanas conocidas y clasificadas. Las gquimiocinas
constitufivas generalmente se regulan durante el desarrolio y participan en la
homeostasis, mientras gque la expresidon de quimiccinas inducibles se regula
principaimente durante procesos inflamatorios. Ademas, varios virus codifican
quimniocinas altamente seleclivas que actlan como agonistas o antagonistas y pusden
participar en la propagacion virica y/o 1a evasion de la respuesia inmunitaria del
hospedador {Alcami A (2003) Nat. Rev. Immunol. 3:36-50).

Las guimiccinas actian mediante la unidn a GPCR (receptores acoplados a
proteina G, por sus siglas en inglés) de clase A. Esta interaccion implica restos de
aminoacidos en el dominio N-terminal del receptor y el fercer bucle extracelular, enfre
otros. Los 20 receplores caracterizados hasta la fecha se clasifican como CCOR, CXCR,
CX3CR y XCR, basandose en sus ligandos; la familia también incluye varios
recepiores sefiuelo (DARC, D8, CCXCKR), que participan en la eliminacidén de
quimiocinas en sitios de inflamacién. Aunque existen ejemplos de pares especificos
quimiocina-receplor (receptores especificos), la mayoria son capaces de interactuar
con mas de una guimiocina {receptores compartidos), lo gue explica la gran
redundancia que caracleriza a esle sistema. La expresion de quimiocinas y sus
receptores se requia de forma precisa por varios faciores que incluyen las citocinas,
los factores de crecimiento v el estado del ciclo celular, lo que indica que ¢l contexio
celutar influye en estas respuestas. Para facilitar el trafico orquestado de distintas
poblaciones celulares, generalmente varias quimiocinas se expresan simultaneamenie
y las células coexpresan mas de un receptor. La complejidad de este escenaric se
compleia con la notable redundancia enire las guimiocinas v sus receptores {Rossi
Dad A (2000) Annu. Rev. Immunol 18: 217-242) y con los glucosaminoglicanos (GAG)
gue presertan las guimiocinas a las celulas (Hamel DJ el al. (2009) Methods in
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enzymology 461: 71-102). En este escenario, es probable que las interacciones entre
estos mediadores, enlre sus receplores y entre los complejos que forman resulten
cruciales para integrar la organizacidn espaciotemporal del sisterna inmunitario vy para
comprender su funcidn fisioldgica.

CXCR4 es uno de los receplores de quimiocinas mas conservados en
vertebrados vy, en ralones, es esencial para la vida (Sierro F el al. {2007) Proc Nat!
Acad Sci USA 104 (37): 14759-14764). Se une al ligando homeostatico clave CXCL12,
también denominado factor 1 derivado de células estromales (SDF-1), que es
secretado constitutivamente por células del estroma de la médula dsea (MO} vy por
muchos ofros tipos celulares en varios tejidos. CXCR4 es un GPCR clasico que sefiala
de una manera dependiente de protefna G. La unidn de CXCL12 a CXCR4 activa
iodas las vias de transduccion de sefiales lipicas de recepiores de guimiocinas,
incluyendo las que desencadenan la adhesion, la quimiotaxis, la supervivencia vy 1a
proliferacion. CXCR4 tfambién se une a ligandos que no son quimiocinas, tales como la
proteina de envuelia gp120 del ViH CXCR4 (X4)-irdpico. Por lanto, CXCR4 es
considerado uno de log principales correceptores del VIH (Moore JP et al. {1897}
Current Opinion in immunclogy 9: 551-562).

CXCR4 se expresa ampliamente en tgjidos indiferenciados y diferenciados. Se
encuenira sobre casi todas las células hematopoyélicas, las células endoteliales
vasculares, en neurcnas del sistema nervioso central y periférico, microgha vy
astrocitos. Por tanto, su actividad se relaciona con la migracion celular y €l
posicicnamiento, 1a negvascularizacion, la supervivencia y el crecimiento. También se
expresa funcionalmente por muchas células cancerosas de origen hematopoyético v
no hematopoyético (Balkwill F {2004) Nat Rev Cancer 4 {7): 540-550). CXCR4
conserva precursores hematopoyéticos en la MO, media la segregacién de células B
en Srganos linfoides, asi como la salida de neutrdfilos de la MO y el retorno a la MO de
neutréfilos senescentes (Ma Q et al. (1999} Immuniy 10: 463-471).

CXCR4 también puede desempefiar un papel imporfante en el frafico de
células B virgenes vy de memoria a los centros germinales. Los ratones gue albergan
una ganancia de funcidbn promovida por CXCL12 para CXCR4 muestran una
compartimentalizacion anormal de células B en la periferia, con una reduccion de los
foliculos primarios en el bazo v su ausencia en los ganglios linfaticos. El truncamienio
del extremo C de CXCR4, gue conduce a una ganancia de funcidn estimuiada por
agonista para el receplor, se asocia en el hombre con el sindrome VHIM (verrugas

provocadas por infeccién por virus del papiloma humano, hipogammaglobulinemia,
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infecciones y mielotetraxia), un trastorno de inmuncdeficiencia raro gue promueve la
retencién anormal de leucocitos madures en la MO y, posiblemente, en otros organos
inmunilarios (Balabanian K et al. (2005) Biood 105 (6): 2449-2457). Las prusbas
crecientes indican la implicacion de CXCR4/CXCL12 en la autcinmunidad, como, por
ejemplo, en la patogenia de la artrilis reumatoide (AR). Los linfocitos T CD4+ expresan
niveles elevados de CXCR4 y la concentracion de CXCL12 también es elevada en el
tguido sinovial de enfermos de AR (Nanki T et al. {(2000) J Immunol 165 (11): 6590-
6598), lo gue indica que CXCR4 es importanie para la retencidn de linfocitos T en
tejidos sinoviales afectados por AR. Varios antagonistas de CXCR4, incluyendo el
competidor del sitio de unidn AMD3IO0, tienen actividad anti-AR (Matthys P et al
(2001} J Immunoi 167 (8): 4686-4692).

Un modelo explicativo simple de la activacion celular mediada por guimiocinas
implicarfa la unidn de una guimiocina monomérica a su receptor monomeérico. Aungue
los monémeros de quimiocinas obligados a conceniraciones nanomolares conservan
la aclividad completa para desencadenar respuestas celulares mediadas por
receplores in vitro, varias series de indicios indican gue la situacidén /in vivo es mucho
mas compleja. Las quimiocinas se encuentran como monomeros ¢ como oligémeros,
como factores sciubles o asociadas a GAG y son capaces de unirse y activar un
receptor monomeérico u oligdmeros receplores en la superficie celular (Proudioot A et
al. (2003} Proc. Nall. Acad. Sci USA 100: 1885-1890). Varios estudios informan que
algunos GPCR pueden actuar como mondmeros in vitrg, sin embargo, analisis
bicinformaticos, estructurales vy funcionales han avanzade la idea de que los
recepiores de quimiocinas probablemente se expresan en la superficie celular como
dimeros/oligomeros (Hamatake M et al. (2009) Cancer Sci 100 (1) 95-102). La
estructura cristalina de CXCR4 en presencia de antagonistas (una molécula pequeda ¢
un péptido ciclico) demostrd una conformacion homodimeérica con la interfaz localizada
en las regiones transmembrana V y VI (Wu B et al. (2010} Science 330 (8007): 1066-
1071).

Los estudios de dimerizacién en células vivas se desarrollan actuaimente
usando iécnicas basadas en la transferencia de energia de resonancia. La
transferencia de energia de resonancia de fluorescencia y bicluminiscencia (FRET,
BRET, por sus siglas en inglés), ambas basadas en la deteccion de fluordforos
aceplados a receptor, permiten la medicion indirecta de la asociacion del receptor. Las
variaciones en los valores de eficiencia FRET/BRET dependen de la posicidn relativa,
la distancia vy la orientacidn de los fluordforos utilizados; aunque los dalos positivos
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indican claramente la asociacién del receptor, los resultados negativos no pueden
considerarse una falta de dimerizacion. El uso de estas técnicas confirmd que la
dimerizacion es una regla general para la mayoria de los receptores de guimiocinas
estudiados hasta la fecha y que los homodimeros v heterodimeros se regulan
dinamicamente tanto por la expresidn del receptor como por la union del ligando.
Algunos de estos métodos también permiten la evaluacion de la ubicacidn subcelular
de estos complejos. Los datos de FRET mediante foloblanqueo aceplor demosiraron
que se encuentran homodimeros y helerodimeros receptores de quimiocinas en la
superficie celular incluse en ausencia de ligandos, asi como en vesiculas intracelulares
formadas supuestamente durante la sintesis y maduracién del receptor (Martinez-
Mufioz L. et al. (2018} Methods Mol Biol 1407: 341-359).

La dimerizacion puede afectar a la afinidad de unién a ligando y modula la
fransduccion de sefial. Los informes sugieren un papel para ias conformaciones
diméricas en la modulacion de sefiales mediadas por quimiocinas. Los mutantes
CCR2 y CXCR2 no funcionales bloguean la migracién celular mediada por ligando
mediante la dimerizacion con los receplores de tipo silvesire correspondientes
{Redriguez-Frade JM et al. (1999) Proc Natl Acad Sci USA 96 (7): 3628-3633; Trettel F
et al. (2003) The Journal of biclogical chemistry 278 (42): 40980-40988). También se
observéd que heterodimeros CCRZ/CCRS  desencadenan acontecimientos de
sefiglizacién especificos tales como la activacidén de Gy, que a su vez promueve
funciones celulares especificas que incluyen una mayor adhesion celular (Mellado M et
al., (2001) Embo J 20 (10): 2497-2507). Los heterodimercs CCRS/CXCR4 se reclutan
en la sinapsis inmunitaria, donde se acoplan a la proteina Gy y/o Gyy; los linfocites T se
vuelven insensibles a los gradientes quimiotacticos, forman conjugados mas esiables y
responden con una proliferacién vy una produccion de citocinas potenciadas (Molon B
et al. (2005) Nat Immunol 6 (B): 465-471).

La estabilizacibn de una conformacion podria no solo desencadenar
acontecimientos de sefalizacion especificos, sino que también podria modular el
comportamiento del receptor individual. Se notifican heterodimeros CXCR7/CXCR4 en
fransfectantes y en células primarias, donde CXCR7 modula respuestas mediadas por
CXCR4 (Sierro F et al. (2007) Proc Nati Acad Sci USA 104 (37): 14759-14764).
También se notifica modulacion alostérica entre dimeros de receptor de quimiocinas v
parece depender de la expresion relativa de cada receptor. En células transfectadas v
primarias que expresan CCR2 solo, los ligandos especificos de CCORS son incapaces
de competir por ia unidn de ligandos especificos de CCRZ2; no obstante, evitan esta
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unidn eficientemente cuando CCR2 y CCR5 se coexpresan.

Aungue existe mucha evidencia de la relevancia funcional de la oligomerizacion
del receplor de quimiocinas, aln estd lejos de comprenderse bien. La
homodimerizacion vy la heterodimerizacidn tienen implicacionas de gran alcance con
respecto a mecanismos de activacidn inducidos por agonista y mecanismos de
inhibicion inducidos por antagonista, acoplamiento de proleina G y sefiglizacién e
internalizacidn vy desensibilizacion de GPCR. Por lanio, es fundamental definir las
complejidades de estos mddulos de sefializacion, puesto que GPCR constituye una
diana de gran importancia en el desarrolio vy 1a intervencién farmacéutica y la eficacia
de los farmacos dirigides a estos recepliores podria depender en gran medida del
estado de interaccién del receptor.

Por tanto, es necesario identificar las regiones implicadas en la adopcién del
estade conformacional active {cligomerizacidon) de complejos de recepiores de
quirmniocinas/quimiocinas. Estas regiones serian dianas terapéuticas cuya modulacion
exogena puede ser interesante desde un punto de vista clinico para el tratamiento y/o
fa prevencibn de afecciones clinicas, procesos paiolégicos o enfermedades gue
implican sefializacion de quimiocinas, tales como enfermedades inflamatorias ©
autoinmunitarias. Analogamente, es necesaric desarrollar moléculas ¢ compuestos
capaces de interferir con estas nuevas dianas terapéuticas evitando de este modo la
adopcion del estado conformacional aclivo (oligomerizacién) en el complejo
quimiocina/receptor de quimiocinas y bloqueandgo, por tanto, la sefializacion mediada
por quimiocinas en la celula. Estas moléculas desarrolladas podrian usarse para
mejorar procesos patoldgicos, tales como el cancer o la inflamacion, en los que las

vias de sefializacion de quimiocinas son cruciales.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Por tanto, en un primer aspecto, la invencidn se refiere a un péptido que
comprende la secuencia de aminoacidos X LTXILEGA (SEQ 1D NGO 1) o su
secuencia invertida, donde

XiesKokE,

XesTobP,

Xses VoA

XsesL oAy
donde dicho péptido es capaz de inhibir Ia sefializacion de CXCL12.

En olro aspecto, la invencién se refiere a una proteina de fusion que
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comprende el péptido de la invencién y al menos un polipgptido heterdlogo.

En otre aspecte, la invencién se refiere a una nanoparticula que comprende el
péptido o la proteina de fusion de la invencion.

En otro aspecto, la invencion se refiere a una particula similar a virus que
comprende ef péptido ¢ la proteina de fusién de la invencidn.

En otro aspecio, la invencién se refiere a una composicién farmacéutica que
comprende una cantidad terapéuticamente eficaz del péptido, proteina de fusidn,
nanoparticula o particula similar a virus de la invencién vy un excipienie
farmacéuticamente aceptable.

£n ofro aspecto, la invencidn se refiere a un metodo in vifro para la deteccidn
de compuesios, moléculas y/o composiciones que inhiben la respuesta celular
mediada por quimioccinas o son Uliles para el tratamiento y/o la prevencion de
enfermedades inflamatorias cronicas, enfermedades autoinmunitarias,
inmunodeficiencias o cancer, donde dicho método comprends:

a) poner en contacto un receplor de quimiocinas con un compuesto, molécula

y/o composicion que se ha de someter a ensayo,

b} analizar la union entre el compuesto, molécula y/o composicion qgue se ha de

someter a ensayo y la regidn que consiste en el péptido de la invencidn dentro

de la secuencia de aminocacidos del receptor de quimiocinas, y

¢} clasificar el compuesto, molécula y/o composicidn como Gtil para inhibir la

respuesta celular mediada por quimiocinas o (il para el tratamiento y/o la

prevencion  de  enfermedades  inflamatorias  crdnicas, enfermedades
autcinmunitarias, inmunocdeficiencias o céncer, cuando se ha detectado una

union en la etapa b).

En olro aspecto, la invencién se refiere al péptide, proteina de fusién,
nanoparticula, particula similar a virus de acuerde con la invencién o composicidn
farmacéutica de la invencién para su uso en medicina.

En oiro aspecto, la invencidn se refiere a un péptido, profeina de fusidn,
nanoparticula, particula similar a virus 0 composicion farmacéutica de la invencién
para su uso en el tratamiento y/o la prevencidn de enfermedades inflamatorias

cronicas, enfermedades auoinmunitarias, inmunodeficiencias o cancer.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
La presenie invencién proporciona una diana molecular dentro de los

receptores de guimiocinas, especificamente dentro de la regién VI transmembrana del
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receptor de quimiccinas CXCR4, que permite la deteccion y/o ef disefic de moléculas
cuya unidén inhibe selectivamente la oligomerizacidn del receptor mediada por
guimiocinas, preferentemente la oligomerizacién del receptor CXCR4 mediada por
quimiocinas CXCL12. Puesto que esta oligomerizacion es el estado conformacional
activo de estos complejos de quimiocina/receplor de quimiocinas, la inhibicion de la
oligomerizacidn de receplores de guimiocinas bloguea los acontecimientos
desencadenados por la sefializacidn de quimiocinas, incluyendo procesos patolégicos
tales como la inflamacion o la migracion celular en el cancer.

Por tanto, los inveniores han identificade, dentre de los receplores de
gquimiocinas, preferentemente dentro del receptor CXCR4, los restos implicados en la
oligomerizacién del receptor mediada por quimiocinas. Estos resios representan una
nueva diana terapéutica para infervenir en respuestas celulares asociadas a la
sefializacion de quimiocinas.

Usando ef modelo de receptorlligando CXCR4/CXCL12, los inventores han
aplicado microscopia fluorescente de reflexién interna total (TIRF, por sus siglas en
inglés) y microscopia de agotamiento de emision estimulada (STED, por sus siglas en
inglés) para estudiar, en condiciones basales y después de la estimulacion por ligando,
la oligomerizacion del receptor de quimiocinas y la dindmica del receptor en la
superficie de la célula. Los inventores han evaluado la relevancia bioldgica de estos
oligbmeros vy, usando péplidos disefados para imitar las regiones transmembrana de
este receptor, han identificado como diana {a regitn que consistia en los restos de
aminoacidos “°KTTVILILA®*Y, SEQ ID NO: 2, ubicados en el dominio Vi
transmembrana (TMVI, por sus siglas en inglés) del receptor CXCR4, cuya modulacion
exogena bloguea especificaments la migracion celular mediada por CXCL12. Por
tanto, esta region del receptor de quimiocinas se propone en la presente invencidn
como una diana molecular para la deteccion de compuesios capaces de inhibir la
oligomerizacion del receptor de quimiocinas, afectando a la sefializacidn de
quimiocinas implicada en varios procesos patolagicos.

Aunque los restos de aminoacidos no se conservan, esia region esté
conservada estructuralmente en otres miembros de la familia de receplores de
quimiocinas (Figura 5) y, por tanic, es una diana polencial para inhibir la
oligomerizacién de oiros receptores de quiniocinas.

Ademas, basandose en un analisis informatico, ios inveniores estudiaron estos
restos en CXCR4 y generaron un triple mutante CXCR4 que consistia en la secuencia
de amincacidos de CXCR4 (SEQ 1D NO: 3) donde en la regibn gue comprende los
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restos PUKTTVILILA®Y se incluyeron las sustituciones K239E, V242A y L246A
CEETTAILIAAYY, SEQ 1D NO: 4). Este receptor mutante triple se expresé
normalmente en la membrana celular, se dimerizd como se demosird mediante FRET,
se unid a CXCL12 pero no fue capaz de desencadenar ia migracion celular ni la
fosforiiacion de ERK y AKT. Los datos TIRF usando células JK transfectadas con esie
mutante CXCR4 mostraron una falla de oligomerizacidn del receplor mediada por
CXCL12. Por tanto, la presente invencidn también proporciona una molécula (el
péplido gue comprende la SEQ D NO: 4) que evita la oligomerizacion del receptor de
quimiocinas y que puede usarse para el tratamienio de procesos patolégicos gue
implican ia sefializacion de guimiocinas.

Ademas, en experimentos in vivo, el tratamiento con el péptido “ KTTVILILA®Y,
SEQ 1D NO: 2, blogued especificamente el reforno de neutrGlilos a la médula 6sea.
Por tanto, este péptide gue consiste en la SEQ 1D NG: 2 también se propone en la
presente invencidn comoe agonista para el blogueo de la oligomerizacion del receptor
de quimiocinas y para el fratamiento de procesos patoldgicos que implican la
sefializacion de quimiocinas.

Hesumiendo, los resultados de los inventores maostrados en los sjemplos a
continuacion indican que: i} los restos responsables de {a oligomerizacion del receplor
mediada por gquimiocinas son una diana lerapéutica que puede modularse
exggenamente con el fin de tratar enfermedades inflamatorias y autoinmunitarias o, en
general, todos 1os procesos paloldgicos en ios que hay implicadas vias de sefializacion
de quimiocinas y i} la secuencia especifica SEQ 1D NO: 2 dentro de la secuencia de
aminoacidos del CXCR4 es responsable de dicha oligomerizacion, siendo de esie
modo una diana terapéutica promeiedora para intervenir en respuestas mediadas por

quimiocinas dentro de las céluias.

Peotido de la invencion

En un primer aspecto, 1a invencidn se refiere a un péptido, en o sucesivo en ¢l
presente documento péplido de la invencidn, gue comprende la secuencia de
aminoacidos X X TXALEXA (SEQ 1D NO: 1) o su secuencia invertida, donde

XieskKok,

XoesToP,

XsesV oA,

XsesL oAy

donde dicho péplido es capaz de inhibir la sefializacién de CXCL12.
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£l término "peplido” o "polipéptide”, como se usa en el presente documento,
generalmente se refiere a una cadena lineal de aproximadamente 2 a 50 resios de
aminoéacidos unidos entre si con enlaces peptidicos. Se entenderad que las expresiones
"enlace peptidico”, "péptido”, "polipéptide” vy proteina son conocidos para los expertos
en la materia. En lo sucesive en el presente documento, "péptide” v "polipéptide” se
usaran indistintarmente.

Como se usa en el presente documento, un "resto de aminoacido” se refiere a
cualguier aminodcido de origen natural, cualquier derivado de aminoacido o cualguier
mimético de amincdcido conocido en ia técnica. La expresion “resto de aminoéacido”
abarca restos de aminoacidos Ly D.

En una realizacion particular, el péplido de la invencidn no comprende la
secuencia de longitud completa de CXCR4 (SEQ 1D NO: 3).

£l térming "CXCR4", como se usa en el presente documento, se refiere a un
receptor de guimiccinas C-X-C de tipe 4 (CXCR-4) también conocide como fusina o
CD184 (grupo de diferenciacion 184) y es una proteina que, en seres humanos, esta
codificada por el gen CXCR4. CXCR-4 es un recepior de alfa-quimiocinas especifico
para el factor 1 derivade del estroma {SDF-1 también denominade CXCL12), una
molécula dotada de una potente actividad quimiotactica para los linfocitos. CXCR4 es
también uno de varios receptores de quimiocinas que el VIH puede usar para infectar
linfocitos T CD4+. Bl CXCR4 puede ser de cualguier origen, por ejemplo, humano,
bovino, murine, equino, canino, etc. En una realizacion particular, el CXCR4 es la
proteina humana con el nimero de acceso de Uniprot P81073 (CXCR4_HUMAN}
(SEQ 1D NO: 3).

El terming "CXCL12", como se usa en el presente documento, se refiere al
motivo C-X-C guimiccina 12, también conocida como factor 1 derivade de células
estromales (SDF1). CXCL1Z es una proteina quimiocina gque en humanos esta
codificada por el gen CXCL12 en el cromosoma 10. CXCL12 es fuertemente
quimiotactico para linfocitos v su sefializacion se ha observado en varios tipos de
cancer. CXCR4 es el receptor exclusivo para CXCL12; por tanio, mediante el blogqueo
de su receptor, CXCL12 actba como un inhibidor enddgeno de cepas de ViH-1
CXCR4-Irdpicas.

En una realizacion particular, el péptido de la invencion consiste en menos de
50, menos de 40, menos de 30, menos de 20 o menos de 10 restos de aminoacidos.

En una realizacidn particular, ¢l péplide de la invencién tiene entre 9 y 50

aminoéacidos de longitud, preferentemente entre 9 v 40, maés preferentements entre 9y
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30, incluso mas preferentemente entre 9 v 20. En una realizacidn particular, el péplide
tiene entre 9y 15 aminodcidos de longitud.

En una realizacion particular, el péplido de la invencién tiene una longitud de 8
aminoacides. En una realizacién mas particular, el péplido de la invencidn tiene la
secuencia de aminoacidos KTTVILILA (SEQ 1D NGC: 2. En una reaglizacién maés
particular, el péptido de la invencidn comprende la secuencia inversa de la SEQ ID
NO: 2.

En una realizacion particular, el péptido de la invencion comprende la
secuencia de aminodcidos ETTAILIAA (SEQ D NO: 4). En una realizacidn mas
particular, el péplido de la invencion comprende la secuencia inversa de la SEQ ID
NO: 4,

En una realizacion particular, el péptido de la invencidn comprende la
secuencia de aminoacides KPTVILILA (SEQ 1D NO: 5). En una realizacién mas
particular, el péptido de la invencidn comprende la secuencia inversa de la SEQ 1D
NO: 5.

En una realizacion particular, el péptido de la invencion comprende la
secuencia invertida del péptide de la invencién. La expresion "secuencia invertida”,
como se usa en el presente documento, se refiere a un péptido en el que se invierte la
direccion de la secuencia de aminoacidos, es decir, la secuencia de amincdcidos de
un péptido leido desde su exiremo C hasta su exiremo N, de modo que las posiciones
de los grupos carbonilo y aming en cada enlace amida se intercambian. Este péptido
también se conoce como "retropséptide”. Como e experte en la materia sabrg, la
secuencia invertida, o relropéptido, de la secuencia de la SEQ ID NO: 1 es
AXLIGT XX (SEQIDNO: By donde X, es Lo A Xges VO A XgesToPyXgesKao
E.

En una realizacion particular, la secuencia inversa del péptido SEQ 1D NO: 2 es
ALILIVTTK (SEQ 1D NO: 7).

En otra realizacion particular, la secuencia inversa del péptido SEQ ID NO: 4 es
AAILIATTE (BEQ ID NO: 8).

£n ofra realizacién particular, la secuencia inversa del péptido SEQ ID NO: 5 es
ALILIVTPK {(SEQ ID NO: 9).

En una realizacion particular, el péplido de la invencidén comprende una
secuencia qgue es una variante de la secuencia de aminoacidos de la SEQ 1D NO: 1
gue tiene al menos &l 50 %, al menos el 55 %, al menos &l 56 %, al menos &l 60 %, a

menos el 65 %, al menos el 67 %, al menos el 70 %, al menos el 75 %, al menos sl
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78 %, al menos el 80 %, al menos el 89 %, al menos el 80 %, al menos el 91 %, al
menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos &l 94 %, al menos el 85 %, al menos &l
96 %, al menos el 97 %, al menos ef 98% o al menos el 899 % de identidad de
secuencia con la SEQ 1D NO: 1. El grado de identidad entre las variantes y la SEQ 1D
NO: 1 se determina mediante el uso de algoritmos vy métodos informaticos que son
ampliamente conocidos por los expertos en la maleria. La identidad entre dos
secuencias de aminoacidos se delermina preferentements mediante el uso del
algoritmo BLASTP (BLAST Manuai, Altschul, S. et al., NCBI NLM NIH Bethesda, Md.
20894}, En una realizacidn preferida, ia identidad de secuencia se determina a lo large
de toda la longitud de la secuencia de la SEQ 1D NO: 1 0 a través de toda la longitud
de la variante ¢ ambos.

En una realizacion particular, X, es Ko E. En una realizacién méas particular, X,

es K.

E£n una realizacion particular, X, es T o P. En una realizacidn mas particular, X;
esT.

En ofra realizacidn particular, X, es V o A En una realizacion mas particular, X,
as V.

En otra realizacion particular, Xs es L o A, En una realizacidn mas particular, Xg
es L.

De acuerdo con la presente invencién, la variante de la secuencia de
aminoacideos de la SEQ ID NO: 1 es capaz de inhibir la sefalizacion de
CXCL12/CXCR4, es decir, la sefializacion del receptor CXCR4 mediada por CXCL12.

La capacidad de un péptido para inhibir la sefalizacidn de CXCL12/CXCR4
puede determinarse midiendo la capacidad del péptido para bloguear ia activacién de
fas dianas CXCL12 mediada por CXCR4, a saber, las vias JAK/Stat, GRK/b-arrestina,
Rho/Rac, PIBK/AKL, Grb2/Ras/BRAVERK, PKC o NFKkb, ERK y/o Akl, gue da como
resultado acontecimientos tales como la migracion, la polarizacion, la adhesidn, el
crecimiento, la compartimentacion celulares vy similares. Méas prefereniemente, la
inhibicion de la respuesta celular mediada por guimiocinas a la que se hace referencia
en la presente invencién comprende un flujo de calcio reducido, la falla de activacidn
de AKT y ERK, dificuliades para polarizar y/o adherirse al sustrato y/o la ausencia de
migracion celular, la falta de activacion de neutrdfiios, la reduccidn de la proliferacion
celular, la linfopoyesis, la supervivencia celular y/o la angiogénesis, blogueando la
metastasis de células tumorales en células en respuesta a la quimiocina CXCL12. La
modificacion en la funcidn de CXCR4 referida en la presente invencién lambién
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comprende la inhibicion de la infeccién por ViH-1. En una realizacidn particular, se
considera gque un péplido es capaz de inhibir la sefializacion de CXCL12Z/CXCR4 si
reduce la fosforilacién inducida por CXCL12 de cualguiera de JAK/STAT, ERKA/2 v
AKT en al menos un 5%, al menos un 10%, al menos un 20%, al menos un 30%, al
menos un 40%, al menos un 50%, al menos un 80%, al menos un 70%, al menos un
80%, al menos un 80% o un 100%.

En una realizacién particular, el péptido de la invencidn comprende al menos
un aminoacido D. La expresidon "aminoacido D", como se usa en el presente
documento, se refiere al enantidmero D de un aminoacido, que es la imagen especular
del aminoacido L.

En una realizacion particular, el péptido de la invencidn comprende 2, 3, 4, 5, 6,
7,8, 9 0 mas amincacidos D.

En una realizacion particular, el péplide de la invencion consiste
completamente en aminodcidos D, es decir, es un enantiémero todo D. Como sabe el
experio, la glicina es el Unico aminoécido que no tiene enantiémero, por o que en esla
realizacion particular no se excluye gue el péptlido comprenda glicina.

En oftra realizacidn particular, el péplide de la invencién comprende el
enantibmero totalmente D de la secuencia X X TXULDGA (SEQ 1D NO: 1) donde X, es
Kok X;esToP, XsesVoAyXgesLoA

En una realizacion particular, el péptido de la invencidn comprende el
enantidmero todo D de la secuencia KTTVILILA (SEQ ID NQO: 2) o el péptido inverso
de la misma.

En una realizacidn particular, el péptido de la invencidn comprende el
enantidmero todo D de la secuencia ETTAILIAA (8EQ 1D NO: 4) o e péplido inverso
de la misma.

En una realizacidn particular, el péplido de la invencién comprende el
enantidmero todo D de la secuencia KPTVILILA (SEG 1D NO: 5) o el péptido inverso
de la misma.

Como sabe el experto, el péptido inverso del enantidmero tode D también se
denomina péptido retroinverso o retroinvertido. El peplido retroinverso, como se usa en
el presente documento, constituye isdmeros de péplidos lineales en los gue la
direccion de la secuencia de aminodcidos se invierte {retro) v ia quiralidad, Do L, de
Une o mas aminoacidos de los mismos estd invertida (inverso), por gjemplo, usando
amincéacidos D en lugar de aminocacidos L, por ejemplo, Jameson et al., Nature, 368,
744-746 (1994); Brady et al., Naiure, 368, 692-693 (1994). El resuliado neto de la
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combinacion de enantiémercs D y la sintesis inversa es que las posiciones de los
grupoes carbonilo vy amino en cada enlace amida se intercambian, mientras gue la
posicion de los grupos de cadena lateral en cada carbono alfa se conserva. Una
ventaja de los péptidos refroinversos es su actividad potenciada in vive debido a la
resistencia mejorada a la degradacion proteolitica, es decir, el péplide tiene una
estabilidad mejorada.

El péptido de la invencidn puede obtenerse mediante cualquier método
adecuado conocido en la técnica, por ejemplo, perc no limitado a, un método in vifro
como, por ejemplo, mediante sintesis quimica ¢ mediante técnicas de protelnas
recombinantes. Por ejemplo, a través de la sintesis de péptlidos en fase sdlida ¢
medianie aproximaciones de ADN recombinante. Los péplidos y polipéptidos de la
invencion pueden producirse de forma recombinante, no solo directamente sino
también como peptidos vy polipéptidos de fusidn junto con uno o mas péptides o©
polipéptidos heterdlogos que pueden comntener, por ejemplo, pers sin limitacion, una
secuencia sefial, una secuencia marcadora u olro péptido gue fenga un sitio de
escisién de proteasa, por ejemplo, pero no limitado a, en el extremo N-terminal del
peptido o polipéptide maduro. Los péptideos ¢ polipéptidos de {a invencidn también
pueden comprender uno 0 Mas grupos quimicos unidos a los extremos N-terminal y/o
C-terminal, tales como grupos biotina u ofros grupos flucrescentes que permitan la
visualizacién y el control del péptido o polipéptido. La produccion recombinante de los
péptidos o polipéptidos de la invencidn comprende el disefic y opcionaimente la
amplificacién, de un polinucledtido que codifica dicho péptido o polipéptido, la
clonacian del polinuciedtido en una construccidn génica, preferentemente en un vector
de expresion, la transformacidn o fransfeccidn de una célula compelenie con dicha
construccion, el cultive de dicha célula en condiciones que promuevan la expresidn del
péptido o polipéptido de la invencion y el aislamiento vy la purificacion del péptido ©
polipéptido de la invencidn producide o expresado por la célula.

Proteina de fusion, nanoparticula vy particula similar a virus de la invencion

£n ofro aspecte, la invencion se refiere a una proteina de fusidn, en lo sucesivo
en el presente documento "proteing de fusién de la invencion”, que comprende el
péplido de la invencidn y al menos un polipéptido heterdlogo.

&l péptido de la invencién se ha definido anteriormente. Todas las realizaciones
particulares y preferidas del péptide de la invencidn son completamente aplicables a la

proteina de fusion de la invencién.
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La expresion "proteina de fusidn”, como se usa en el presente documento, se
refiere a una Unica cadena polipeptidica disefiada artificialmente que comprende dos ¢
mas secuencias de diferentes origenes, natural y/o artificial. La proteina de fusion, por
definicién, nunca se encuentra en 1a naturaleza como {al.

La expresion "polipéptido heterdlogo”, come se usa en el presente documento,
significa que el polipéplido no se encuentra naluralmente fusionado al péplido de la
invencion.

En una realizacion particular, el polipéptido heterdlogo es un péplido que es
capaz de alravesar la barrera hematoencefalica. La conjugacidén del péplide de la
invencidn con este tipo de péplide facilitard que of péptide atraviese la barrera
hematoencefalica y es especialmente (il para eniregar el péptido en el sistema
nervioso central mediante administracion sistémica. Se conocen en la técnica péptidos
capaces de alravesar la barrera hematcencefalica. Por ejemplo, el documento
WO200879790 divulga una serie de péplides conocidos colectivamente como
Angiopeps que son capaces de afravesar la barrera hematoencefalica por transcitosis
mediada por receptor usando la proteina 1 relacionada con receptor de lipoproteina de
baja densidad (LRP-1) v que permite la entrega al SNC de conjugados administrados
por via sistémica gue comprendan dichos péptidos. El documento WO2011087804
describe un péptido derivado de la glicoproteina G del virus de la rabia, que permite
gue el conjugado que comprenda dicho péptido atraviese la barrera hematoencefalica.
Prades et al., (Padres R et al. {2015) Angew Chem int. Ed. Engl 54 (13): 3867-3272)
describe un péptide de 12 aminodcidos derivado del péptido transferrina humana que
es capaz de superar la barrera hematoencefalica.

La proteina de fusion de la invencién puede obtenerse mediante cualguier
técnica adecuada que permita obtener dos péptidos (el péptide de la invencidn y &l
polipéptido hetertliogo) en una Gnica cadena de polinucledtidos. Dichas iécnicas
incluyen técnicas recombinanies, donde una construccion génica que codifica la
proteina de fusion se introduce en un vecior adecuado para la expresion en un sistema
de expresion adecuado, y técnicas de ligadura de proteinas que implican la formacion
de un enlace peptidico entre dos polipéplides, comoe ia ligadura guimica nativa o la
ligadura de proteinas expresadas.

En ofro aspecto, la invencidn se refiere a una nanoparticula, en lo sucesivo en
el presente documento "nanoparticula de la invencién”, que comprende el péplido o la
proteina de fusion de la invencién.

El péplido vy la proteina de fusion se han definido anieriormente. Todas las
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realizaciones particulares y preferidas del péplido v la proteina de fusidn de la
invencion son completamente aplicables a la nanoparticula de a invencion.

El término "nanoparticula”, como se usa en el presente documento, se refiere a
cualquier material que tenga dimensiones en el intervalo de 1-1.000nm. En algunas
realizaciones, las nanoparticulas tienen dimensiones en e intervalo de 2-200nm,
preferentemente en el intervalo de 2-150nm, e incluso mas preferentemente en el
intervalo de 2-100nm.

Las nanoparticulas pueden confribuir a preservar la integridad del péptido o de
fa proteina de fusidn en los fluidos biologicos hasta que alcanzar el drgano diana.
Ademas, en e caso de la fusién que comprende un inmunomodulador, la
encapsulacidn de la composicién puede disminuir los efectos secundarios provocados
por el modulador. Por dltimo, las nanoparticulas también pueden modificarse para
incluir restos que permitan dirigir la nanoparticula a un drgano de interés.

Las nanoparticulas adecuadas que pueden usarse en el contexto de la
presente invencidén incluyen materiales a escala nanomélrica tales como una
nanoparticula a base de lipidos ({tales como liposomas), una nanoparticula
superparamagnetica, una nanocubierta, un nanocristal semiconductor, un punto
cuantico, una nanoparticula a base de polimero, una nanoparticula a base de silicio,
una nanoparticula a base de silice, una nanoparticula a base de metal, un fullereno v
un nanotubo.

La entrega dirigida puede conseguirse mediante la adicidn de ligandos sin
comprometer 1a capacidad de las nanoparticulas para entregar sus cargas utiles de
péplidos. Se conlempla que esto permitird la entrega a células, fejidos y drganos
especificos. La especificidad de direccion de los sistemas de entrega a base de
ligandos se basa en la distribucion de los receptores de ligando en diferentes tipos
celulares. El ligando de direccion puede asociarse de forma no covalente ¢ covalente
con una nancparticula v puede conjugarse con las nanoparticulas mediante una
diversidad de métodos como se describe en el presente documento.

Los ejemplos de proteinas o péptidos gue pueden usarse para dirigir
nanoparticulas incluyen transferring, lactoferrina, TGF-B, factor de crecimiento
nervioso, altbimina, péptido Tal del VIH, péptido RGD e insulina, asi como ofros.

Se entendera que la formulacidn del producto de la invencidn en una
nanoparticula no tiene por objeto ¢ no solo tiene por obieto facilitar el acceso del
producto al interior de la célula, sino proteger el producto de la degradacion y/o facilitar

la orientacidn de la nanoparticula al drgano de interés.
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En otro aspecto, la invencidn se refiere a una particula similar a virus (en
inglés, virus-fike particle o VLF), en lo sucesivo en el presente documento "particula
similar a virus de la invencion®, gue comprende el péptido o la proteina de fusidn de la
invencion.

£l péptido y i3 proteina de fusidn de la invencion se han definido anteriormente.
Todas las realizaciones particulares y preferidas del péptido y la proteina de fusidn de
fa invencion son tolalmente aplicables a particulas similares a virus de la invencidn.

La expresion "particula similar a virug”, también denominada "VLP", por sus
siglas en inglés, se refiere a particulas no infecciosas gue se asemejan a virus que no
contienen ningin material genético virico. Las V0LPs son el resultado de la expresion
de proteinas estruclurales viricas, lales como las proteinas de la capside, v su
autoensamblaje.

En una realizacién particular, fa VLP puede comprender o, como alternativa,
consistir en profeinas estructurales de Parvovirus, Rotavirus; proteinas estructurales
del virus de Norwalk; proleinas esiructurales de Alfavirus; proteinas estructurales del
virus de la Fiebre Aftosa; proteinas estructurales del virus del sarampidn, proteinas
estructurales del virus Sindbis, proteinas estructurales del Retrovirus, proteinas
estructurales del virus de la Hepatiis B {por sjemplo, un HBcAg); proteinas
estructurales del virus del mosaico del tabaco; proteinas estructurales del Virus Flock
House; proteinas esiructurales del virus del papiloma humano; proteinas estructurales
del virus de Polioma; proteinas estructurales de bacteridiagos, proteinas estructurales
de fagos de ARN.

En una realizacion particular, el péplido o proteina de fusidén de la invencion se
acopla 0 se une a la cépside de la particuia similar a virus. La unidn del péplido o
proteina de fusidn a la cépside puede realizarse mediante un enlace covalente ¢ no

covalente.,

Diana farmacoldgica

£l péptide de la invencidn puede usarse como diana farmacolégica para la
deteccidn/seleccién/obUsqueda de compuestos, moléculas y/o composiciones utiles
para el lratamienio y/o la prevencién de enfermedades inflamatorias crdnicas,
enfermedades autoinmuniiarias, inmunocdeficiencias ¢ cancer. Por tanio, en otro
aspecto de la invencién, el péptido de la invencion es una diana farmacolégica para la
deteccion de compuestos, moléculas y/o composiciones utiles para el tratamiento y/o

la  prevencién de enfermedades inflamalorias  crénicas,  enfermedades
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autcinmunitarias, inmunodeficiencias ¢ cancer.

Como se ha mencionado anteriormente, ef péplido de la SEQ 1D NO: 1 se ha
identificado en la presente invencién como la regidén dentro del receptor CXCR4
responsable de la oligomerizacidon del receptor inducida por la quimiccina CXCLT2.
FPor tanto, este péplido puede usarse in vitro, por st mismo ¢ formando parte del
receptor CXCR4, como diana molecular para la deteccién de compuestos o moléculas
tliles para la inhibicidn de la oligomerizacién del receptor y, por tanto, para bloguear la
sefializacion mediada por quimiocinas dentro de la célula.

La expresién "diana", "diana molecular”, "diana farmacoldgica” o "diana
terapéutica”, como se usa en la presente invencion, se refiere al péptideo de la
invencion que es (il para estudiar el efeclo biogquimico de moléculas, compuestos ©
coOmposiciones capaces de unirse a esta secuencia, inferfiriendo con la actividad de
esta secuencia o bloqueando esta secuencia o su actividad. Las moléculas,
compuestos ¢ compoesiciones de interés son los que, a través de su unidn a esta
secuencia o la interferencia con la actividad de esta secuencia, evitan la
oligomerizacién del receptor de quimiocina, preferentemente el receptor CXCR4, que
comprende el péptido de ia invencién.

Los "compuestos, moléculas o composiciones” a ios que se hace referencia en
la presente invencidén pueden ser, sin limitacidon, agentes bloqueantes, agentes de
interferencia, inhibidores, ligandos gue inducen sesgo de estimulo, moduladores
alostéricos y bifuncionales, o similares, de cualquier naturaleza (bioldgica o agentes
quimicos) y pueden incluir, por ejemplo, anticuerpos, fragmentos de anticuerpos
capaces de unirse al antigeno, aptameros, ARN de interferencia, péptidos, é&cidos
nucleicos, metabolitos o agentes guimicos.

Los compuestos, moléculas y/o composiciones gue interfleren con, se asocian
a o se unen al péptido de la invencidn, son capaces de bloguear la actividad de esta
diana afectando de este modo a su implicacidn en la oligomerizacidon del receptor de
quimiocinas, preferentemenie la cligomerizacion del receptor CXCR4, mediada por
quimiocinas, mas preferentemente mediada por la guimiccina CXCL12. Por fanto,
estos compuestos, moléculas y/o composiciones inhiben la oligomerizacidn del
receptor de quimiocinas afectando, por tanto, a las vias de sefializaciéon de
quimiocinas.

&l térming "inhibicion”, como se usa en la presente invencion, se refiere a una
inhibicion, reduccion, modulacidn, interferencia, cancelacién o similar, total o parcial,

de modo gue la oligomerizacidn del receptor de quimiocinas y, por tanto, la
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sefializacién mediada por guimiccinas no se produzea de la forma en que ocurriria en
una célula de tipo normal, sana o silvestre {(no manipulada).

La expresion "inhibir la respuesta celular mediada por quimiocinas”, "inhibir la
sefializacién mediada por guimiccinas”, "inhibir las vias de sefalizacidn de
quimiocinas”, “inhibir 10s acontecimientos desencadenados por 13 sefializacidn de
quimiocinas” o similares se refleren a inhibir cualguier via corriente abajo activada o
desencadenada mediante la unidn de la gquimiocing (ligando) a su receptor.
Preferentemente, pero sin limitacion, las vias corriente abajo (downstream) aclivadas
por quimiocinas comprenden la activacidn de las vias JAK/Gtat, GRK /B-arresting,
Rho/Rac, PISK/AKL, Gro2/Ras/RAIVERK, PKC o NFkB, ERK y/o Ak, lo que da como
resultado aconiecimientos tales como la migracion, la polarizacion, la adhesion, el
crecimiento, la compartimentacion celulares vy similares. Méas preferentemente, la
inhibicion de la respuesta celular mediada por guimiocinas a la que se hace referencia
en la presente invencién comprende un flujo de calcio reducido, la falla de activacidn
de AKT y ERK, dificuliades para polarizar y/o adherirse al sustrato y/o la ausencia de
migracion celular, la falta de activacién de neutrgfilos, la reduccién de la proliferacion
celular, la linfopoyesis, la supervivencia celular y/o la angiogénesis, blogueando la
metastasis de células tumorales en células en respuesta a la quimiocina CXCL12. La
modificacion en la funcidn de CXCR4 referida en la presente invencién lambién
comprende la inhibicidn de la infeccidn por VIH-1.

En una realizacién particular, el péptide de la invencidn se usa para disefiar
nuevas moléculas de unidon o de interferencia, preferentemente medianie
peptidomiméticos.

Un farmaco peptlidomimético, en su sentido mas amplio, es un término uiilizado
para designar moléculas organicas gue imitan algunas propiedades de ligandos
peptidicos; por lo general son compuestos derivados de péptlidos y proteinas vy
obtenidos mediante modificacion estructural usando aminodcidos no naturales,
resiricciones conformacionales.

Las composiciones, combinaciones y méledos de la presente invencién
también incluyen los caracterizados por analogos peplidomiméticos de los péplidos
descritos en el presente documento. Los andlogos peptidomiméticos imitan la
estructura tridimensional del sitio active contenido en ef péplido original. Por gjemplo,
los andlogos del péptido de {a invencidn pueden ser de naluraleza semipeptidica o no
peptidica. Estos analogoes peptidomimsticos presentan veniajosamente una mayor

vida Gl y bioestabilidad en comparacién con el compuesto original. Ademas, la
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bicdisponibilidad de estos analogos peptlidomiméticos puede ser mayor que la de los
péptidos correspondientes cuando se administran por via oral o tdpica. Ademas, estos
andlogos pueden presentar una actividad inmunomoduladora aumentada para la
respuesta celular mediada por guimiocinas. Ha de entenderse gue los analogos
peptidomiméticos de la presente invencidn se caracterizan por actividades biologicas
que son similares a las de los péptidos de hirudina que se describen en el presente
documento. En consecuencia, estos analogos pueden emplearse en composiciones,
combinaciones y métodos de la presente invencidn de la misma manera que el péptido
de la invencidn. Ha de entenderse que el peptidomimsético vy analogos covalentes de la
presente invencion se caracterizan por actividades bioldgicas que son similares a las
de los péptidos que se describen en el presente documento. En consecuencia, estos
andlogos pueden emplearse en composiciones, combinaciones y métodos para €l
diagnéstico, la terapia vy la profilaxis de la misma manera que los péptidos de la

presente invencion.

Metodo de deteccién de fa invencion

&n otro aspecto de la invencion, el péplido de fa invencidn se usa en un método
de deteccidn/busqueda/seleccion de compuestos, moléculas y/o composiciones que
inhiben la respuesia celular mediada por quimiocinas, preferentemente la quimiocing
es CXCL12. En una realizacion especifica, la invencidn se refiere al uso del péptido de
la invencion como diana farmacoidgica para ia deteccion de compuestos, moléculas
y/o composiciones Utiles para el fratamiento y/o la prevencion de enfermedades
inflamaiorias crénicas, enfermedades autcinmunitarias, inmunocdeficiencias o cancer.

Por tanto, en otro aspecto, la invencidn se refiere a un método de deteccién in
vitro, en lo sucesive en el presente documenio "el mélodo de deteccidn de la
invencion”, para la deteccion, el disefio o la identificacion de compuestos, moléculas
y/o composiciones que inhiben la respuesta celular mediada por guimiocinas,
preferentemente donde la quimiocina es CXCL12 o es util para el fratamienio v/o la
prevencion de afecciones clinicas, procesos paloldgicos o enfermedades que implican
la sefializacién de quimiocinas, preferentemente sefializacion de CXCL12, para &l
desarrollo de sintomas, donde dicho método comprende:

a. poner en contacto el péptido de la invencidn o un receptor de guimiocinas,

preferentemente e receptor CXCR4, con un compuesto, molécula y/o

composicion gue se ha de someler a ensayo,

b. analizar la unidn o la interferencia entre el compuesto, molécula y/o
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composicion que se ha de someter a ensayo y la region que consiste en &l
péptide de la invencion dentro de la secuencia de aminoacidos del receptor de
quimiocinas y

c. clasificar el compuesto, moiécula y/o compesicién como (il para inhibir la

respuesta celular mediada por guimiccinas o Glil para el tratamiento y/o la

prevencion de afecciones clinicas, procesos patoldgicos o enfermedades que
implican sefializacion de quimiocinas para el desarrolio de sintomas, cuando se

ha detectado unidn o interferencia en la etapa (b).

"Poner en contacto el péptide de la invencién ¢ un receptor de quimiocinas,
preferentemente el receptor CXCR4, con un compuesto, molécula y/o composicion”
significa la incubacidn del compuesto, molécula y/o composicién que se ha de estudiar
con el péptido de la invencidn ¢ un recepior de quimiocinas, prefereniemente el
receptar CXCR4, en condiciones gue permitan la unidn de la molécula, compuesto ¢
composicion a la diana, donde el péptido de la invencion es la diana. Si la molécula
que se ha de esiudiar es un anticuerpo o un fragmento del mismo, la incubacidén se
realiza en condiciones que permitan la formacion y el control de los complejos
antigenc-anticuerpo. Preferentemente, la diana y/o el compuesto, molécula o
composicion gue se ha de someter a ensayo se marcan, mas preferentements con un
marcador bicluminiscente o fluorescente.

El término "unidn” se refiere a una union fisica total o parcial 0 una unidn que
gjerce un impedimento estérico. El término "interferencia” se refiere a la capacidad del
compuesto, molécula o composicidn para bloquear ¢ inhibir total o parcialmente la
actividad de la diana, preferentemente la aclividad de ocligomerizacion que la diana
ejerce sobre el receptor de quimiocinas. Por tanto, un buen compuesto, molécula o
composicion candidato sera capaz de inhibir la oligomerizacidn del receplor de
guimiocinas, preferentemente e receptor CXCR4, mediada por guimiccinas,
preferentemente por la quimiocina CXCL12.

Dependiendo de la naturaleza del compuesio, molécula y/o composicidén gue se
ha de someter a ensayo, el andlisis de la unidén ¢ interferencia en la etapa (b) puede
realizarse, por ejemplo, pero sin limitaciones, mediante FRET ("ransferencia de
energia por resonancia fluorescente”), BRET (transferencia de energia de resonancia
de bioluminiscencia), TIRF {microscopia de reflexidn interna total), microscopia STED
de aita resclucion (agotamiento de emisidn estimulada), Biacore (SPR, resonancia de
plasmon superficial), citomelria de flujo, Western blot, geles de electroforesis,

inmunoprecipitacion, matrices de protelnas, inmunofluorescencia, inmunochistoquimica,
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ELISA o cualguier otro método enzimatice; por medio de incubacion usande un ligando
especifico, preferentemente CXCL12; por medio de RM o cualquier otra técnica de
formacidn de imagenes de diagnéstico; o, por ejemplo, usando técnicas
cromatograficas combinadas con espectrometria de masas.

En una realizacion preferida del método de la invencian, ta afeccion clinica, el
proceso patoldgico o la enfermedad se selecciona entre enfermedades inflamatorias
cronicas, enfermedades auloinmunitarias, inmunodeficiencias o cancer. Las
definiciones de estas enfermedades y ejempios de las mismas pueden enconirarse a

continuacion.

Anticuerpo de la invencion

En otro aspecto de la invencidn se refiere al uso del péplido de la invencién
como antigeno para generar un anticuerpo que se une o interfiere con la respuesta
celutar mediada por quimiocinas.

Por tanto, en otro aspecto, la invencién se refiere a un anticuerpo o fragmento
del mismo donde dicho anticuerpo se une al péptido de la invencidn, en lo sucesivo en
el presente documento el "anticuerpo de 1a invencion”. Dicho anticuerpo ¢ fragmenic
del mismo puede identificarse mediante el método de deleccidn de la invencidn y de
este modo es capaz de inhibir la respuesta celular mediada por quimiocinas o de ser
Gtil para el tratamiento y/o la prevencion de afecciones clinicas, procesos patolGgicos ¢
enfermedades que implican sefializacién de quimiocinas para el desarrclioc de
sintomas.

Un "anticuerpo” (utilizado indistintamente en forma plural) es una molécula de
inmunoglobulina capaz de unirse especificamente a una diana, tal como un hidrato de
carbono, polinuciedtido, lipido, polipéptide, etc., a través de al menos un sitio de
reconocimiento de antigeno, localizado en la regidn variable de la molécula de
inmunogiobulina. Como se usa en el presente documento, el término "anticuerpo”
abarca no solo anticuerpos policlonales o monocionales intactos (por ejemplo, de
longitud completa), sino también fragmentos de unidn a antigeno de los mismos (lales
como Fab, Fab’, F{abh2, Fv)

proteinas de fusidn que comprenden una porcidn de anticuerpo, anticuerpos

, monocatenarios (schv), mutantes de 0s mismos,
humanizados, anticuerpos quiméricos, diacuerpos, anticuerpos lineales, anticuerpos
monocatenarios, anticuerpos multiespecificos (por ejempio, anticuerpos biespecificos)
y cualguier olra configuracion modificada de la molécula de inmunoglobulina que

comprende un sitio de reconocimiento de antigeno de la especificidad requerida,
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incluyendo variantes de glicosilacion de anficuerpos, variantes de secuencias de
aminocéacidos de anticuerpos y anticuerpos modificados covalentemente. Un anticuerpo
incluye un anticuerpo de cualquier clase, tal como gD, IgE, IgG, IgA o IgM (o subclase
del mismo) v no es necesaric que ef anticuerps sea de ninguna clase particular.
Dependiendo de la secuencia de aminodcidos del anticuerpo del dominio constante de
sus cadenas pesadas, las inmunogicbulinas pueden asignarse a diferentes clases.
Existen cinco clases principales de inmunoglobulinas: IgA, gD, gk, igG e Igh y varias
de ellas pueden dividirse en subclases (isolipos), por ejemplo, IgG1, 1gG2, 1gG3, igG4,
IgA1 e IgA2. Los dominios constantes de cadena pesada gue corresponden a las
diferentes clases de inmunoglobulinas se denominan alfa, delta, épsilon, gamma y my,
respectivamente. Las estructuras de subunidades y configuraciones iridimensionales
de diferentes clases de inmunoglobulinas son bien conocidas.

La expresién "fragmento de unidn a antigens” de un anticuerpoe {o simplemente
"fragmento de anticuerpo”}, comoe se usa en el presente documentoe, se refiere auno o
mas fragmenios de un anticuerpo gque conservan la capacidad de unirse
especificamente a un antigeno {por ejemplo, CXCR4). Se ha demostrado que la
funcidn de unidn a antigeno de un anticuerpo puede realizarse mediante fragmentos
de un anticuerpo de longitud compieta. Dichas realizaciones de anticuerpos también
pueden ser de formatos biespecificos, especificos duales o multiespecificos; que se
unen de forma especifica a dos o mas antigenos diferentes. Las construcciones de
anticuerpos muitiespecificas, de doble especificidad y biespecificas son bien
conocidas en la técnica y se descriven y caracterizan en Kontermann (ed.), Bispecific
Antibodies, Springer, NY (2011) y Spiess C et al. (2015) Mol Immunol 67 (2 Parte A):
95-108.

Los ejempios de fragmentos de unidn incluidos dentro de la expresion "porcidn
de unién a antigeno” de un anticuerpo incluyen (i) un fragmento Fab, un fragmento
monovalenie gue consiste en los dominios VL, VH, CL y CH1; (i} un fragmento
Fabh2, un fragmento bivalenie que comprende dos fragmentos Fab unidos por un
dominios VH y CH1; {iv) un fragmente Fv que consiste en los dominios VL v VH de un
s0lo brazo de un anticuerpo, (v} un fragmenio dAb (Ward ES et al. {1989) Nafure 341
{6242): 544-546; documento WO 90/05144 A1 incorporado en el presente documenio
por referencia), que comprende un solo dominio variable; y (vi) una region
determinante de complementariedad {COR, por sus siglas en inglés) aislada. Ademas,
aunque los dos dominios del fragmento Fv, VL v VH estan codificados por genes
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separados, pueden unirse, usando métodes recombinantes, mediante un enlazador
sintético que les permite formarse como una Gnica cadena de proteina en la que las
regiones VL y VH se aparean para formar moléculas monovalentes {conocidas como
Fv monocatenario (schkv); véase, por ejempio, Bird RE et al. (1988} Science 242
{(4877): 423-426; Huslon JS et al. {1988) Froc Natf Acad. Sci USA 85 (16): 5879-5883.
Se pretende que dichos anticuerpos monocatenarios estén incluidos dentro de la
expresién "porcidn de union a antigeno” de un anticuerpo. También se incluyen otras
formas de aniicuerpos monocatenarios, tales como diacuerpos. Los diacuerpos son
anticuerpos bivalentes bigspecificos en los que los dominios VH v VL se expresan en
una dnica cadena polipeptidica, pero usando un enlazador que es demasiado corto
para permilir el apareamiento entre los dos dominios en la misma cadena, obligando
de este modo a los dominios a aparearse con dominios complementarios de ofra
cadena y crear dos sitios de unidn a antigeno (véase, por ejemplo, Holliger P et al.
{1993} Proc Natl Acad Sci USA 90 (14): 6444-8448; Poljak RJ et al. (1884) Struciure 2:
1121-1123). Dichas porciones de unién a anticuerpo son conocidas en la técnica
{Kontermann vy Dubel eds., Antibody Engineering (2001) Springer-Verlag. Nueva York.
790 pags. (ISBN 3-540-41354-5).

Se conocen numerosos meétodos que pueden usarse para la oblencion de
anticuerpos, o fragmentos de unidn a antigeno de los mismos, de la invencion. Por
ejemplo, pueden producirse anticuerpos usando métodos de ADN recombinanie.
También pueden producirse anticuerpos monocionales mediante generacidn de
hibridomas {(véase, por ejemplo, Kohler G & Milstein C (1975) Nalure 256 {5517 495-
497) de acuerdo con métodos conocidos. Después, los hibridomas formados de esla
manera se deteclan usando métodos convencionales, tales como el andlisis por
inmunoabsorcion ligade a enzimas (ELISA) v el analisis por resonancia de plasmén
superficial {por ejemplo, OCTET o BIACORE), para identificar uno o mas hibridomas
gue producen un anticuerpo gue se une especificamente a un antigeno especifico.
Puede usarse cualquier forma del antigeno especificado como inmundgeno, por
gjemplo, antigeno recombinante, formas de origen natural, cualquier variante ©
fragmento de los mismos, asi como péptido antigénico de los mismos {por gjemplo,
cualguiera de los epilopos que se describen en el presente documento como un
epitopo lineal o dentro de un armazdn como un epitopo conformacional). Un método
de ejemplo para producir anticuerpoes incluye explorar bibliotecas de expresion de
proteinas que expresan anticuerpos o fragmentos de los mismos (por ejemplo, sckv),

por ejemplo, biblictecas de presentacidn de fagos o ribosomas. La presentacion en
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fagos se describe, por gjemplo, en: la Patente de los EE.UU. N2 5.223.409; Smith GF
(1985) Science 228 (4705): 1315-1317; Clackson T et al. (1991) Nafure 352 (6338}
624-628; Marks JD et al. (1991) Journal of molecular biology 222 (3): 581-597);
documento WOS2/18619; documento WO 81/17271; documento WO 82/20791;
documento WO 92/15679; documento WQC 93/01288; documento WO 92/01047;
documento WO 92/08690; v documenio WO 90/02809.

Ademas del uso de biblictecas de presentacion, el antigeno especificado (por
ejemplo, el péplido de la invencidén) puede usarse para inmunizar un animal no
humane, por ejemplo, un roedor, por egjemple, un ratén, hamster ¢ rata. En una
realizacidn particular, el animal no humano es un ratén.

En ofra realizacion particular, se obliene un anticuerpo monoclonal del animal
no humano v después se modifica, por ejemplo, guimérico, usando técnicas de ADN
recombinanie adecuadas. Se ha descrite una diversidad de enfoques para produciv
anticuerpos quimeéricos. Véase, por ejemplo, Morrison SL et al. {1984} Froc Nall Acad
Sei USA 81 (21): 6851-6855; Takeda S et al. {1985) Nalure 314 (6010): 452-454;
Patente de los EE.UU. N.° 4.816.567; Patente de los EE.UU. N.Y 4.816.397;
documento EP171496; documento EP0173424; documento GB 21770968,

Fara técnicas de produccidon de anticuerpes adicionales, véase Antibodies: A
Laboratory Manual, eds. Harlow et al., Cold Spring Harbor Laboratory, 1988. La
presente divulgacion no se limila necesariamente a ninguna fuente particular, méiodo

de produccidn u ofras caracteristicas especiales de un anticuerpo.

Acido nucleico, construccion génica, vecior y célula de la invencion

En otro aspecto, 13 invencidn se refiere a un acido nucleico que codifica el
peplido, fa proteina de fusion ¢ el anticuerpo de la invencidn, en lo sucesive en el
presente documento "dcide nucleico de la invencion” y a una construccion génica que
comprende dicho 4cido nucleico, en lo sucesivo en el presente documento
"construccion génica de la invencién”.

Los términas “péptide”, “proteina de fusidn” v “anticuerpo de la invencion” se
han definido anteriormente. Todas las realizaciones particulares y preferidas del
péptido, la proteina de fusidn v el anticuerpo de la invencién son completamente
aplicables al acido nucleico y consiruccion génica de la invencién.

Las expresiones "polinuciedtide”, "acide nucleico” y "molécula de acide
nucleico” se usan indistintamente para referirse a formas poliméricas de nucledtidos

de cualquier longitud. Los polinucledtidos pueden contener desoxirribonucledtidos,
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ribonucledtidos y/o sus analogos. Los nucledtidos pueden tener cualquier estructura
fridimensional v pueden realizar cualquier funcién, conocida o desconocida. El términe
"polinucledtido” incluye, por ejemplo, moléculas monocatenarias, bicalenarias y lriple
helicoidales, un gen ¢ fragmento génico, exones, intrones, ARNm, ARNL ARNr,
ribozimas, ADNc, polinucledtidos recombinantes, polinucleétidos  ramificados,
plasmidos, vectores, ADN aislado de cualguier secuencia, ARN aislado de cualguier
secuencia, sondas de acido nucleico y cebadores. Ademas de una molécula de acido
nucleico naliva, una molécula de 4cido nucleico de la presente invencidn también
puede comprender moléculas de acido nucleico modificadas. Como se usa en &l
presente documento, ARNmM se refiere a un ARN que puede traducirse en una célula.

En una realizacién preferida, el polinucledtido de la invencion es un ARNm. E
ARNm puede sintelizarse guimicamente, puede obtenerse mediante franscripcién in
vitro o puede sintetizarse in vivo en la célula diana. Las secuencias de nucledtidos que
forman el acido nucleico que codifica el conjugado o proteina de fusion de la invencion
estan en el mismo marco de lecturg correcto para su expresion.

Las secuencias de acido nucieico de 1a invencidn pueden codificar los péptidos
o polipéptidos madureos o preproteinas gue consisten en un péptido sefal unido al
péptido o polipéptide maduro que posteriormente debe procesarse. Las secuencias de
nucledtidos de la presenie invencidn también pueden comprender, ademas de la
secuencia codificante, otros elementos, fales como intrones, secuencias no
codificantes en 1os exiremos 3’ y/o §') sitios de unién a ribosomas, sitios de restriccion,
etc. Estas secuencias de nucledtidos también pueden incluir secuencias codificantes
para aminoacidos adicionales que son Gtiles para la purificacion o estabilidad de los
péplidos o polipéptidos codificados.

La expresion "construccidn génica”, como se usa en el presente documento, se
refiere al acide nucleice de la invencidn junto con regiones adecuadas para regular 1a
expresion de dicho &cido nucleico, incluyendo promotores, terminadores de la
franscripcién, regiones 5’ y 3' no fraducidas, sefiales de poliadenilacién y similares. La
expresion "construccién génica”, "construccidn genetica®™ ¢ “construccion de acido
nucleice” como se usa en el presente documenio se refiere a una unidad funcional
necesaria para lransferir, y preferentemente expresar, una secuencia de &cido
nucleico de interés, en el presente documento las secuencias de nucledtidos de la
invencidn como se describen, en una célula hospedadora. Estas construcciones
génicas también comprenden preferentermente secuencias reguladoras ¢ de control

gue incluyen, por ejemplo, un promotor, un potenciador, un terminador, etc., unidas
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operativamente a la secuencia que codifica el péptidoc o polipéptide. Estas
construcciones génicas se refleren a una molécula de acido nucleico, mone ©
bicatenaria, que se aisla de un gen natural 0 que se modifica para contener segmentos
de &cido nucleico de manera que de otro modo no existirian en la naturaleza. La
expresion “construccion de Acide nucleico” es sindnimo de la expresion "casete de
expresién”, cuando la consiruccion de acido nucleico contiene las secuencias de
control necesarias para la expresidn de la secuencia de codificacidn.

Preferentemente, las construcciones génicas de la invencidn comprenden
adicionalmente un promotor unide operativamente a las secuencias de acido nucleico
de la invencion. El promotor puede ser, pero sin limitaciones, un promotor constitutivo
o inducible. Preferentemente, las construcciones génicas de la invencién comprenden
adicionalmente un terminador.

En ofro aspecto, la invencion se refiere a un vector, en o sucesivo en el
presente documente "vector de la invencion”, que comprende un polinucledtido de la
invencion.

El término "vector”, como se usa en el presente documento, se refiere a una
secuencia de acide nucleico que comprende las secuencias necesarias de manera
gue después de transcribir y traducir dichas secuencias en una célula se genere un
polipéptido codificado por el acido nucleico de la invencién. Dicha secuencia esta
unida operativamente a segmentos adicionales gue proporcionan su replicacion
auténoma en una célula hospedador de interés. Preferentemente, el vector es un
vector de expresidn, que se define come un veclor que, ademas de las regiones de la
replicacion  autdnoma en una célula hospedadora, contiene regiones unidas
operativamente al acido nucleico de la invencion v que son capaces de potenciar la
expresion de los productos del acide nucleico de acuerdo con la invencidn. Los
veciores de la invencién pueden obltenerse por medic de técnicas ampliamente
conocidas en la técnica.

Los ejemplos de veclores incluyen, perc no se limitan a veclores viricos,
veciores de expresion de ADN o ARN desnudos, plasmidos, cosmidos ¢ vectores de
fagos, vectores de expresién de ADN o ARN asociados a agentes de condensacion
cationicos, vectores de expresidn de ADN ¢ ARN encapsulados en liposomas y cierlas
células eucariotas, tales como células productoras.

&l vector de 1a invencidn puede usarse para transformar, transfectar ¢ infectar
células gue pueden transformarse, transfectarse o infectarse mediante dicho vecior.

Dichas células pueden ser procaridticas o eucariticas.
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£l vector preferentemente comprende el acido nucleico de la invencidn unido
operativamente a secuencias que regulan la expresién del acido nucleico de la
invencidn. Las secuencias reguladoras de uso en la presente invencion pueden ser
promotores nucleares ¢, como alternativa, secuencias potenciadoras y/u olras
secuencias reguladoras que aumenten la expresion de la secuencia de acido nucleico
heterdloga. En principio, puede usarse cualguier promotor en la presente invencion a
condicidon de que dicho promotor sea compatible con las células donde se ha de
expresar el acido nucleico.

&l vector de expresion de la invencion se introduce en una ceélula hospedadora
de manera que el vector permanezca come un constituyente cromosdmico ¢ como un
vector autorreplicanie exiracromosdmico. Son ejemplos de vectores de expresion,
pero sin limitaciones, fagos, cdsmidos, fagémidos, cromosomas artificiales de levadura
{(YAC), cromosomas artificiales bacterianos {(BAC), cromosomas artificiales humanos
{HAC) o vectores viricos, tales como adenovirus, retrovirus ¢ lentivirus. Son ejemplos
de vectores de expresién apropiados para la insercién de los polinucledtidos de la
invencidn, preferentemente pero sin limitaciones, pUC18, pUC19, Bluescript y sus
derivados, mp18, mp19, pBR322, pMBS, ColEk1, pCR1, RBP4, plasmidos pET, fagos v
vecitores "iniciadores”, tales como pSAZ v pAT28; vectores de expresidn de levadura
tales como el plasmido de 2 micrdmetros de Saccharomyces cerevisiae, plasmidos de
integracion, vectores YEP, plasmidos de centrémero y similares; vectores de expresidn
en células de insecto tales como los vectores de las series pAC y pVL; vectores de
expresion en células vegetales tales como piBli, pEarleyGate, PAVA, pCAMBIA, PGSA,
PGWEB, PMDC, PMY, series de poros vy similares, y otros plasmidos de expresidn de
proteinas ulilizados en células eucariotas, incluyendo baculovirus adecuados para la
transfeccién celular.

Ademés, las construcciones génicas de la  invencidbn comprenden
preferentemente un marcador, tal como un gen resisiente a la ampicilina. Dichos
plasmidos estan disponibles en el mercado (serie ptJC (Takara & buzo), serie pPROK
{Clontech), pKK233-2 (Clontech), etc.). Como alternativa, el marcador puede ser ofro
gen resistente a farmacos fal como un gen resistente a kanamicing, neomicina o
cloranfenicol, o un gen de fucrescencia, tal como luciferasa, GFP, mCherry vy
similares. O el marcador puede ser un marcador genético auxdtrofo.

En otro aspecito de la invencitn, se refiere a una célula aislada,
preferentemente una célula eucaridlica, mas preferentemente una célula de mamilero,

incluso mas prefereniemente una célula humana, en lo sucesivo en el presente
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documento "célula de la invencion”, que comprende el péptido, proteina de fusion,
anticuerpo, acido nucleico, construccidn génica o vector de la invencidn.

El término "aislado” significa que el elemento se ha separado y extraido de su
entormno natural ¢ se ha sintetizado in vitro y que esta fuera de un organismo vivo (ex
vivoy.

El péptido, la proteina de fusion, ef anticuerpo, el Aacido nucleico, la
construccion génica y el vector de la invencidn se han definido anteriormente. Todas
las realizaciones particulares y preferidas del péplido, la proteina de fusion, el
anticuerpo, el acido nucleico, la caonstruccién génica v el vector de fa invencion son
completamente aplicables al acido nucleico y la construccidn génica de la invencion.

Las células adecuadas en la presente invencion incluyen, pero no se limitan a,

células de mamifero, de levadura, vegetales, de insecio, fungicas y bacterianas.

Composicion farmacéulica de la invencion

En otro aspecio, la invencién se refiere a una composicion farmacéutica que
comprende una cantidad terapéuticamente eficaz del péplido, proteina de fusion,
nanoparticula, particula similar a virus, anticuerpo, acide nucleico, construccidn génica,
vector o célula de la invencion y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

£l péplido, la proteina de fusidn, fa nanoparticula, la particula similar a virus, el
anticuerpo, el acido nucleico, la construccidn génica, el vector v la célula de la
invencion se han definide anteriormente. Todas las realizaciones particulares vy
preferidas del péptido, la proteina de fusidn, la nanocparticula, 1a particula similar a
virus, el anticuerpo, el acido nucleico, la construccidn génica, el vector y la célula de la
invencion son complelamente aplicables al 4cido nucleico y a la construccidn génica
de la invencion.

Como se usa en la presente invencién, la expresién "composicion
farmacéutica” se refiere a una formulacidén que se ha adaptado para adminisirar una
dosis predeterminada de uno 0 varios agenies terapéuticos (tiles a una célula, un
grupe de células, un drgane, un tejido o un animal en el gue la division celular esta
descontrolada, tal como el cancer.

La expresidn "cantidad ferapéuticamente eficaz”, como se usa en el presente
documentio, se entiende como una cantidad capaz de proporcionar un efecio
terapéutico v gque puede ser determinada por el experto en ia materia por medios
utilizados habitualmente. La cantidad del péplide, la proteina de fusidn, la

nanoparticula, el anticuerpo, el acido nucleico, la construccion génica, el veclor, el
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virus ¢ la particula virica ¢ la céiula de la invencidn gue puede incluirse en las
composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencion variard dependiendo del
sujeto vy e modo particular de administracién. Los expertos en la maleria apreciaran
que las dosificaciones también pueden determinarse con la orientacion de Goodman
and Goldman's The Pharmacological Basis of Therapeutics, novena edicidn (1996),
apéndice I, paginas 1707-1711 v de Goodman and Goldman's The Pharmacological
Basis of Therapeutics, décima edicidén (2001), Apéndice H, paginas 475-493.

La dosificacion apropiada del principio o principios activos dentro de la
composician farmacéutica dependera del tipo de enfermedad que se ha de tratar, de la
gravedad y del curso de la enfermedad, de si la composicidn se administra con fines
preventivos o terapéuticos, de la terapia previa, de la historia clinica y de la respuesta
del paciente a la composicion y de la discrecidn del médico especialista. La canlidad
del péptido, ia proteina de fusidn, la nanoparticula, el anticuerpo, el acido nucleico, la
construccion génica, el vector, el virus o la particula virica ¢ la célula de la invencion se
administra adecuadamente al paciente de una sola vez ¢ durante una serie de
tratamientos. Dependiendo del tipo v la gravedad de la enfermedad, un nivel de
dosificacion  apropiade  generalmente  serd  de  aproximadamente 0,1 a
aproximadamente 10 mg/kg, mas preferentermente de aproximadamente 0.5 a
aproximadamente 5 mg/kg, incluso mas preferentemente de aproximadamente 0,75 a
aproximadamente 2,5 mg/kg, alin mas preferentemente aproximadamente 1 mg/kg,
que puede administrarse en dosis Onicas o multiples. Los compuestos pueden
administrarse en una pauta de 1 a varias veces por dia ¢ por dos, tres, cuatre, cinco,
seis o siete dias, preferentemente una vez cada dos dias. La composicion
farmacéutica puede administrarse durante almenos 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 14, 21, 28 o mas
dias, preferentemente durante 14 dias. La composicidon farmacéutica puede
administrarse preferertemente una vez cada dos dias durante 14 dias.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion también contienen uno ©
varios excipientes farmacéuticamente aceptables adicionales. Se entiende por
"excipiente farmaceéuticamente aceptable” una sustancia terapéuticamente inactiva
ague se dice que se usa para incorporar el principio active y que s aceptable para €l
paciente desde un punto de vista farmacoldgicoftoxicoldgico v para el quimico
farmacéutico que lo fabrica desde un punto de vista fisico/quimico con respecio a la
composician, formulacion, estabiiidad, aceptacion del paciente y biodisponibilidad. El
excipiente o vehiculo también incluye cualquier sustancia que sirva para mejorar la

entrega v la eficacia del principio activo dentro de la composicidn farmacéutica. Los
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ejemplos de vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen uno o mas de entre
agua, solucidn salina, solucidn salina tamponada con fosfato, dextrosa, glicerol, stanol
y similares, asf como combinaciones de los mismos. En muchos casos, serd preferible
incluir agentes isotdnicos, por ejemplo, azGcares, polialcoholes tales como manitol,
sorbitol o cloruro de sodio en la composicidn. Los vehiculos farmacéuticamente
aceplables pueden comprender adicionalmenie cantidades menores de sustancias
auxiliares tales como agenies humecianies o emuisionantes, conservanies o
tampones, que potencian la vida Gl o 1a eficacia de ia proteina de fusién o de las
composiciones gue forman parte de las composiciones farmaceuticas. Se conocen
bien en la bibliografia ejemplos de vehiculos apropiados (véase, por egjemplo,
Remington's Pharmaceutical Sciences, 19% ed., Mack Publishing Company, Easton,
PA, 1895). Son ejemplos de vehiculos sin limifacidn una serie de sacaridos tales como
lactosa, dexirosa, sacarosa, sorbitol, manitol, xilitol, eritritol v mallitol; una serie de
almidones tales como almiddn de malz, almidon de trigo, almiddn de arroz y almidén
de palata; una serie de celulosa tal como celulosa, metil celulosa, carboximetil celulosa
de sodio e hidroxi propilmetil celulosa; v una serie de cargas tales como gelatina v
polivinit pirrglidona. En algunos casoes, puede afiadirse un disgregante tal como polivini
pirrolidona reticulada, agar, acido alginico o alginato de sodio.

El nimero v la naturaleza de los excipientes farmacéuticamente aceptables
dependen de la forma de dosificacion deseada. Los excipientes farmacéuticamente
aceptables son conocidos por el experto en la materia (Fauli y Trilio C. (1983} "Tratado
de Farmacia Galénica®, Luzan 5, S.A. Ediciones, Madrid). Dichas composiciones
pueden prepararse por medio de los métodos convencionales conocidos en el estado
de la técnica {"Remington: The Science and Practice of Pharmacy”, 20 edicién (2003)
Genaro AR., ed., Lippincott Williams & Wilkins, Filadelfia, EE.UU.).

Las composiciones farmaceuticas de la invencidén pueden administrarse por
cualquier tipo de via adecuada, tal como por via oral, nasal, ocular, tdpica,
intradérmica, intracraneal o infravenocsa. La via de administracidn preferida de dichas
composiciones farmacéuticas es la via oral, nasal, ocular, t0pica, inlracraneal o
intradérmica.

La "via oral" se entiende como la composicion farmacéutica incorporada dentro
del organismo después de la deglucidn,

Lta "via nasal” se entiende como la administracidn de la composicion
farmaceutica insufiada a fravés de la nariz.

La "via ocular” se entiende como la adminisiracion iopica de la composicion
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farmaceutica por instilacion directamente en el ojo.

La "via topica” se entiende como la aplicacidén en el exterior del cuerpo, tal
como, sin limitacidn, la piel, el cuero cabelludo vy las ufias; y también ia aplicacion a
mucosas tales como, sin limitacion, la mucosa bucal, nasal o rectal.

La "via inradérmica” se entiende como la administracidon de la composicidn
farmacéutica mediante la inyeccidn en la dermis.

La "via intracraneal” se enliende como la administracién de la composicion
farmacéutica dentro del craneo.

La "via intravenosa” se entiende como la administracién de la composicion

farmaceutica mediante la inyeccidn en el fiujo sanguineo.

Usos médicos de la invencion

En ofro aspecto, {a invencion se refiere al péplido, a proteina de fusion, la
nanoparticula, la particula similar a virus, el anticuerpo, el &cido nucleico, la
construccion génica, el vector, la celula o la composicién farmacéutica de la invencion
para su uso en medicina,

Comgo alternativa, ia invencion se refiere al uso del péptide, 1a proteina de
fusidn, la nanoparticula, ia particula similar a virus, el anticuerpo, el acide nucleico, la
construccion génica, el vector, la célula o la composicién farmacéutica de la invencidn
para la fabricacién de un medicamenio.

Los autores de la presente invencidn han demostrado que el péptido de 8
aminoacidos de longitud que contiene una secuencia conservada de 9 resios del
dominio transmembrana VI (TMVI} fue eficaz como inmunomodulador para la
respuesta celular mediada por guimiocinas, en pariicular para CXCL12, y también es
una diana para disefiar nuevas moléculas gue interfieren con la multimerizacion del
receptor, en particular anticuerpes. Por tanto, en olro aspecto, la invencion se refiere al
péptido, la protefna de fusidn, la nanoparticula, la particula similar a virus, el
anticuerpo, el acido nucleico, la construccién génica, el vecior, la célula o la
composicion farmacéutica de la invencion para su uso en el tralamiento v/io la
prevencion de enfermedades inflamatorias crénicas, enfermedades aulcinmunitarias,
inmunocdeficiencias o cancer.

Como alternativa, la invencidn se refiere a un méiodo para el tratamiento y/o la
prevencion de enfermedades inflamatorias crdnicas, enfermedades autocinmunitarias,
inmunodeficiencias ¢ cancer que comprende administrar a un paciente una cantidad

terapéuticamente eficaz del péptido, proteina de fusidn, nanoparticula, particula similar
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a virus, anticuerpo, nucleico acido, construccion génica, vector, célula ¢ composicidn
farmaceutica de la invencion.

Se ha notificado gque la inmunomodulacién de la respuesta celular mediada por
quimiocinas es util en varias enfermedades, incluyendo enfermedades inflamatorias
cronicas, enfermedades autoinmunitarias, inmuncdeficiencias ¢ cancer {Charo IF vy
Ranschoff RM (20068} N Engl J Med 354 (8): 610-621; Balkwill F (2004} Nat Rev
Cancer 4 {7): 540-550; Bachelerie F et al. (2014} Pharmacological reviews 66 (1) 1-
79). Por tanto, en olro aspecto, 1a invencién se refiere al péptido, la proteina de fusion,
la nancparticula, la particula similar a virus, el anticuerpo, el acido nucleico, la
construccion geénica, el vector, la cédlula o la composicion farmacéutica de la invencion
para su uso en el tratamiento de enfermedades inflamatorias cronicas, enfermedades
autoinmunitarias, inmunodeficiencias o cancer.

Como alternativa, ia invencion se refiere al uso del péptido, la proteina de
fusién, la nanoparticula, la particula similar a virus, ef anticuerpo, el acido nucleico, la
construccion génica, el vector, la célula o la composicion farmaceéutica de la invencion
para la fabricacion de un medicamento para el fratamiento de enfermedades crénicas
inflamatorias, enfermedades autoinmunitarias, inmunodeficiencias ¢ cancer.

Como alternativa, la invencién se refiere a un método para el ratamiento de
enfermedades inflamatorias cronicas, enfermedades autoinmunitarias,
inmunodeficiencias ¢ cancer gue comprende administrar a un paciente una cantidad
terapéuticamente sficaz del péplido, la proteina de fusidn, ia nanoparticula, la particula
similar a virus, el anticuerpo, el acido nucleico, la construccion génica, el vector, la
célula o la composicion farmacéutica de la invencién.

El péptido, la proteina de fusidn, la nanoparticuia, la particula similar a virus, el
anticuerpo, el acide nucleico, la construccion genica, el vector, la célula v la
composicién farmacéutica de la invencion se han definido anteriormente. Todas las
realizaciones particulares y preferidas del péplido, la proteina de fusién, la
nanoparticula, el anticuerpo, el acido nucleico, la construccion génica, el vector, Ia
célula y la composicidn farmacéutica de la invencion son completamente aplicables a
los usos medicos de la invencion.

El érmino "tratamiento”, como se usa en el presenie documento, se refiere a
cualguier proceso, accidn, aplicacion, terapia o similar, donde a un sujeto (o paciente),
incluyendo un ser humano, se le proporciona asistencia médica con el fin de mejorar la
afeccion del sujeto, directa o indirectamente, o ralentizar 1a progresion de una afeccion

o trastorno en el sujeio, o mejorar al menos un sintoma de la enfermedad o trastorno
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en tratamiento.

£l término "prevencion”, como se usa en el presente documenio, se refiere a la
capacidad del péptido, la proteina de fusidn, la nanoparticula, el anticuerpo, el acido
nucleico, la construccion génica, el vector, la célula vy la composicion farmacéutica de
la invencion, para prevenir, minimizar o dificuitar la progresion de una enfermedad.

El término "paciente” o "sujeto”, como se usa en el presenie documenio, se
refiere a cualquier animal, preferentemente un mamifero, e incluye, enitre ofros,
animales domésticos vy de granja, primates y seres humanos, por ejemplo, seres
humangos, primates no humanos, vacas, caballos, cerdos, ovejas, cabras, perros, gates
o roedores como ratas y ratones. En una realizacion preferida, el sujeto es un ser
humano de cualquier edad o raza.

L.a expresion "cantidad terapéuticamente sficaz" se ha definido anteriormente.

En algunas realizaciones, el medicamento de la invencién se usa como una
coterapia tal comoe, por ejemplo, la administracidn junto con radiacion, cirugia u otros
productos quimiolerapicos. En algunas realizaciones, el medicamento se adminisira en
combinacion con un agenie anticancerosos adicional. En la técnica se conoce una
amplia diversidad de agentes anticancerosos {es decir, antineoplasicos) e incluyen,
por ejemplo, agentes alquilantes, antimetabolitos, agentes antineoplésicos naturales,
agentes antineoplasicos hormonales, inhibidores de angiogénesis, reactivos de
diferenciacién, inhibidores de ARN, anticuerpos o agenies inmunoterdpicos, agentes
de terapia génica, inhibidores enzimdticos de melécula pequefia, modificadores de
respuesta bicldgica v agentes antimelastasicos.

En algunas realizaciones, el medicamenio de la invencion puede usarse como
una terapia adyuvante {es decir, fratamiento adicional}.

Algunas realizaciones se refieren a la administracidon del medicamento de la
invencidn comoe terapia negadyuvants, que se administra antes de un tratamiento
primario.

La expresion "enfermedad inflamatoria crdnica” también conocida como EIC,
como se usa en el presente documento, se refiere a una enfermedad caracterizada por
la inflamacion prolongada debida a patégenos no degradables, infeccién virica,
cuerpos extrafios persistentes ¢ reacciones auloinmunitarias que persisten hasla
muchos meses o afios, vy donde los resulfados son la destruccion, la fibrosis y/o la
necrosis del tejido. Son ejemplos no limitantes de enfermedad inflamatoria crénica:
arlritis  reumatoide, lupus eritematose  sistémico {lupus), esclerosis mdltiple,

aterosclerosis, ariritis psoriasica (APs), enfermedad inflamatoria intestinal (El) que
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incluye colitis ulcerosa (CU) y enfermedad de Crohn (EC), enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC), etc.

La expresidn "enfermedad autcinmunitaria” como se usa en el presente
documento, se refiere a una afeccion que surge de una respuesta inmunitaria anormal
a una parte normal del cuerpo. Los ejemplos no limilantes de enfermedades
auvioinmunitarias incluyen: arlritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico (lupus),
enfermedad inflamatoria intestinal (EH) que incluye colitis ulcerosa {CU) v enfermedad
de Crohn (EC), esclerosis multiple (EM), diabetes mellilus de tipo 1, sindrome de
Guillain-Barre, polineuropatia desmielinizante  inflamatoria  crdnica, psoriasis,
enfermedad de Graves, tiroiditis de Hashimoto, miastenia grave, vasculitis, efc.

El término "inmunodeficiencia”, como se usa en el presenie documento, se
refiere a una afeccién en la que la capacidad del sistema inmunitario para combatir las
enfermedades infecciosas vy el cancer esta comprometida o completamente ausente.
La mayoria de los casos de inmunodeficiencia se adquieren {"secundarios”) debido a
factores exirinsecos que afectan al sistema inmunitario del paciente, los ejemplos de
estos factores extrinsecos incluyen la infeccidn por ViH, los extremos de edad y los
factores ambientales, tales como la nutricion. A veces puede conseguirse mediante la
inmunosupresién por algunos farmacos, tales como los estercides, ya sea como un
efecio adverso o el objetivo previsto del iratamiento. En esta definicién se incluyen los
defecios infrinsecos en su sistema inmunifario o inmunodeficiencias primarias. Una
persona inmunocomprometida puede ser particularmente vulnerable a las infecciones
oportunistas. La inmunodeficiencia también disminuye la inmunosupervision contra el
cancer, en la que ¢l sistema inmunitario delecta las células corporales y destruye las
necoplasicas. Los sjemplos de trastornos de inmunodeficiencia primaria incluyen, de
manera no limitante: agammagiobulinemia ligada a X (XLA, por sus siglas en ingiés),
inmunodeficiencia variable comin (IDCV, por sus siglas en inglés), inmuncdeficiencia
combinada grave (IDCG, por sus siglas en inglés), elc. Los ejemplos no limitantes de
frastornos  de  inmunodeficiencia  secundaria  incluyen: quemaduras graves,
quimicterapia, radiacion, diabetes, desnutricion, intoxicacidn por metales, efc. Los
ejermplos no limitantes de enfermedades de inmunodeficiencia secundaria incluyen:
SIDA, canceres del sistema inmunitario {leucemia), enfermedades del inmunocomplejo
{hepatiiis virica}, mieloma multiple, etc.

&l térming "cancer”, como se usa en el presente documento, se refiere a una
enfermedad caracterizada por la divisidn celular descontrolada {0 por un aumento de

la supervivencia o la resistencia a la apoptosis) y por la capacidad de dichas células
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para invadir oltros tejidos vecines (invasion) y diseminarse a otras areas del cuerpo
donde las células no se localizan normalmente (metastasis) a través de los vasos
linfaticos y sanguineos, circular a través del forrente sanguineo y después invadir
ejidos normales en otras partes del cuerpo. Dependiends de si pueden diseminarse ¢
no por invasién y metasiasis, los tumores se clasifican como benignos ¢ malignos: los
tumores benignos son tumores que no pueden diseminarse por invasion o metastasis,
es decir, gue solo crecen localmenie; mientras gue los tumores malignos son lumores
que son capaces de diseminarse por invasion y metastasis. Los procesos biolbgicos
que se sabe que estan relacionades con el cancer incluyen la angiogénesis, la
infiltracién de células inmunitarias, la migracién celular v la metasiasis. Como se usa
en el presente documento, el término cancer incluye, pero no se limita a, los siguientes
tipos de céncer: cancer de mama; cancer de vias biliares; cancer de vejiga; cancer de
cerebro que incluye glioblastomas y meduioblasiomas; cancer de cuelip uterino;
coriocarcinoma; cancer de colon; cancer endometrial; cancer de eséfago; cancer
gastrico; neoplasias hematoldgicas gue incluyen leucemia linfocltica aguda vy
mieldgena; leucemia/linfoma linfoblastico agudo de linfocitos T, leucemia de células
pilosas; leucemia mieldgena crénica, mieloma multiple; leucemias asociadas al SIDA y
leucemiallinfoma de linfocitos T adulios; neoplasias intraspiteliales que incluyen la
enfermedad de Bowen y la enfermedad de Paget; cancer de higado; céncer de
pulmédn; linfomas, que incluyen 1a enfermedad de Hodgkin vy linfomas linfociticos;
neuroblastomas; cancer oral que incluye carcinoma de células escamosas; cancer de
gvario, que incluye 1os que surgen de células epiteliales, células del estroma, células
germinales y células mesenquimales; cancer de pancreas; cancer de prostata; cancer
de recto; sarcomas gue incluyen leiomiosarcoma, rabdomiosarcoma, liposarcoma,
fibrosarcoma vy osteosarcoma; cancer de piel que incluye melanoma, carcinoma de
células de Merkel, sarcoma de Kaposi, carcinoma de células basales y cancer de
células escamosas; cancer de testiculo gue incluye tumores germinales tales como
seminoma, no seminoma (leratomas, coriocarcinomas), tumores del estroma vy
tumoeres de células germinales; céncer de tircides que incluye adenocarcinoma de
tiroides y carcinoma medular; y cancer renal gue incluye adenccarcinoma y tumor de
Wilms.

El péplido, la proteina de fusidn, la nanoparticula, el anticuerpo, el acido
nucleico, la construccidn génica, ef vector, la célula vy {a composicidn farmacéutica de
fa invencion pueden administrarse por cualquier via adecuada, por ejemplo, la via oral,

nasal, ocular, topica, intradérmica, intracraneal o intravenosa. La via de administracidn
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preferida es la via oral, nasal, ocular o intradérmica.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos éenicos y cientificos
utilizados en el presente documento tienen el mismo significado gue el entendido
habitualmente por un experto habitual en la materia a la que perienece la presente
invencion. Los métodos y materiales similares o equivalentes a los que se describen
en el presente documento pueden usarse en la practica de la presente invencidn. A lo
large de la descripcion vy las reivindicaciones, la palabra "comprender” y sus
variaciones no pretenden excluir otras caracieristicas {écnicas, aditivos, componentes
o etapas. Seran evidentes para los expertos en la materia objetos, ventajas v
caracteristicas adicionales de la invencidn tras el examen de la descripcién o pueden
aprenderse medianie la practica de la invencidn. La invencién se describe en el
presente documento con mas delalle por medio de los siguientes sjemplos gue han de

considerarse meramente ilustratives y no limitantes del alcance de {a invencidn.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1. CXCR4 forma nancagregados v muesira diversos iipos de
movimiento en la superficie de los linfocitos T. (A-B) imdgenes de STED
representativas de CXCR4 en células de estado estacionario, linfocitos T (A) y células
CD4+ Jurkal (B) junto con ampliaciones en regiones de la membrana especificas
{recuadros cuadrados). La escala del pseudo-cddigo de color indica la intensidad de
manchas individuales marcadas con CXCR4/AF488, desde el dimero (color gris
oscuro) hasta el mas claro (de color gris a color blanco). La distribucién de intensidad
{representacidn superior) de manchas de CXCR4 individuales en la membrana celular
{iinea continua) v de anticuerpos individuales unidos no especificamente a vidrio {linea
discontinua), se obtiene a partir de imagenes de STED. Se obtienen histogramas de
probabilidad (representacion inferior) de la distribucion del receptor CXCR4 a partir del
analisis de los datos de disiribucion de intensidad. 2076 manchas para células CD4+
Jurkat v 2575 manchas para linfocitos T de 30 células en 2-3 experimenios de STED
independientes. (C} Trayectorias representativas (I-confinada, l-Browniano/liore, Hi-
transporte direcio) de particulas de CXCR4-AcGFP gue difunden en la membrana en
momentos indicados, delectadas por SPT-TIRF en células JKCD4 en reposo. La
posicidén ceniroide de la mancha {circulo) se rastred (linea negra). (D) Porcentaje de
trayectorias de CXCR4-AcGFP clasificadas como inmdviles ¢ méviles. 593 trayectorias
de 22 células JKCD4 en tres experimentos independientes. (E) Graficos de DCM
representativos  de  irayectorias individuales de CXCR4-AcGFP que muestran
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diferentes tipos de movimiente. (F) Porcentaje de trayectorias individuales que
presentan diferentes tipos de movimiento, clasificadas por EEM. 192 trayectorias de 22
células en tres experimentos independientes. (G} Cosficientes de difusion de lapsos de
tiempo cortos (B1-4) de las trayectorias individuales analizadas en F) con la mediana
indicada. (H) Distribucion de intensidad de frayectorias de CXCR4-AcGFP individuales,
promediada en los primeros 20 marcos y restada del fondo. 595 trayectorias en 5
experimentos independientes, la media se indica en la figura. (I} Porcentaje del
numero de receptores/particulas extraidos de la distribucion de la intensidad de
trayectorias de CXCR4-AcGRP individuales (H) (véanse los métodes). (J) Porcentaje
de etapas discretas de fotoblanqueo de trayectorias de CXCR4-AcGRFP individuales.
151 trayectorias de 8 células diferenies en dos experimentos independientes.

Figura 2. La unién a CXCL12 modula la dinamica de CXCR4 y pontencia el
nancagrupamienio del receptor. (A-F) Analisis por SPT de CXCR4-AcGFP en
células JKCD4 en cubreobietos recubiertos con FN ¢ FN+CXCL12. (A) Coeficiente de
difusion (D1-4) de rayectorias individuales, con la mediana indicada. 427 trayeclorias
en 23 células en condiciones de equilibrio (FN} vy 424 trayeciorias en 24 células
cultivadas en placas en FN+CXCL12 (n = 3; ¥ p = 0,05). (B} Porcentaje de trayectorias
moviles e inmodviles en la membrana celular. 593 frayectorias en 23 celulas (FN); 851
frayectorias en 24 células (FN+CXCL12) (n = 3, ™ p < 0,001). (C) Porcentaje de la
cantidad de receplores/particulas. 585 trayectorias a partir de 23 células (FN) vy 673
frayectorias a partir de 24 células (FN+CXCL12), en 5 experimentos independientes).
(D) Porcentaje de particulas mdviles e inmaviles analizadas como en B}, en funcion del
tamafo de particula  (mondmerc: 1; dimero: 2, nancagregado: =2z 3
receptores/particula). (k) Porceniaje de trayeciorias de partfcula Gnica de células
estimuladas con CXCL12, clasificadas por el tipo de movimiente usando analisis por
EEM {254 trayectorias en 24 células de 3 experimenios independientes). (F) D1-4 de
frayectorias individuales que muesiran un movimiento confinado (izquierda) o tibre
{derecha) asociado a su tamafic. (" p = 0,05 ™ p = 0,001). (G-H) Imagsnes
representativas de STED de CXCR4 en celulas Jurkat CD4+ (G) v linfocitos T (H)
activados con CXCL12, con ampliaciones en regiones de membrana especificas
{cuadrado). Barra de escala: 1 um. Distribucion de probabilidad del nimero de
recepiores/mancha (parcelas inferiores) para los dos tipos celulares diferentes, en
condiciones de estado estacionario (barra gris) v tras la estimulacién con CXCL12
{barra blanca). 1446 manchas individuales para células CD4+ Jurkat y 1849 para
linfocitos T, 30 células en 2-3 experimentos de STED independientes.
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Figura 3. La regién transmembrana CXCR4 VI tiene un papel clave en el
agrupamienio de recepiores. (A) Esquema de un homodimero de CXCR4 modelado
en la estructura cristalina de CXCR4 resuelia (PDB: 30E8), generado en el servidor
SWISS-MODEL (https: //swissmodel.expasy.org/). Las regiones transmembrana que
se preven implicadas en la oligomerizacidn de CXCR4 se representan en color oscuro.,
(B) Se preincubaron células CD4+ Jurkat con péptidos indicados o con el péptido
diluyente {(DMSO, control) vy se les permitid migrar (CXCL12). Los dalos se muestran
como la media £ DT {(n = 5; ™™ p <0,0001). {(C) Se preincubaron células 293T,
cotransfectadas transitoriamente a una relacion fija de CXCR4-YFP:CXCR4-CFP 1:1,
con DMSO {control} o con los paptlidos 221TMV o 239TMV!I v se evalué la eficacia de
FRET. Los datos se muestran como media £ DT (n = 3, ™™ p =0,0001). (D) Distribucidn
de intensidades (unidades arbitrarias; u.a.) de trayeciorias de CXCR4 individuales en
células JKCD4 no estimuladas y estimuladas con CXCL12, pretratadas con 221TMV,
péptidos 239TMVI o DMSO {control) (221TMV basal 1750 trayeciorias a partir de 71
células; 239TMVI basal 916 a partir de 62 células; control basal 1031 a partir de 56
células; 221TMV estimulado por CXCL12 1157 a partir de 58 células; 239TMVI
estimulado por CXCL12 1104 a partir de 59 células; control estimulado por CXCL12
1200 trayectorias a partir de 48 células). Media indicada con barra horizontal (n = 3; no
significativo, p > 0,05, ™" p < 0,0001). (E) A la izguierda, restos en la regidn TMVI
{representacidén de barra, color oscuro) que se prevé gue estan implicados en 1a
interfaz de nancagrupamientc de CXCR4 (TMViwt). Derecha, restos mutados
{(TMViImut). (F) Cuwrvas de saturacidn de FRET usando células 2937 transfectadas
transitoriamente con una cantidad constante de CXCR4Awt-CFP o CXCR4mut-CFP vy
cantidades crecientes de CXCR4wl-YFP o CXCR4mut-YFP. Datos ajustados a la
ecuacidn de regresion no lineal asumiendoe un sitio de unidn. Los valores de FRETmax
y FRETS0 se compararon mediante un ensayo F de suma de cuadrados extra (n = 4-6,
*p < 0,05). (G) Porcentaje de receplor/particula de JKCD4 wi no estimulado (585
frayectorias de 22 células n = 3) y células JKCD4 mut (996 irayectorias de 24 células,
n = 3). Para facilitar la comparacion, la Fig. 1l (JKCD4 wt) también se reproduce en la
figura. {(H) Células como en G) o J celulas K-CD4 mut (barras sombreadas).
FPorcentaje de receplores/particulas a pariir de células estimuladas por CXCL12
{CXCR4wt: 669 trayeciorias de 24 células; CXCR4mut, 420 travectorias de 22 células;
JK-CD4 mut, 382 trayectorias de 22 celulas, n = 3). Para facilitar e analisis
comparativo, 1a Fig. 2C (JKCD4 wt, FN+CXCL12} se reproduce aqui. (I} Se muestra la
distribucion D1-4 de particulas de CXCR4 de estado estacionario o estimuladas con
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CXCL12 con la mediana indicada (horizontal line), usando células JK-CD4 mut o CD4+
Jurkat electroporadas con un ARNip no diana (control) y con CXCR4mut-AcGFP
{(célutas JKcCD4 mut; JKeCD4 mut en estado estacionario 792 trayectorias de 26
céiulas; JK-CD4 113 en estado estacionario a partir de 14 células; JKeCD4 mut
estimuladas con CXCL12 281 a partir de 22 células; JK-CD4 mut estimuladas con
CXCL12 272 rayectorias a partir de 22 células; n = 3}. (J) Porcentaje de trayeciorias
méviles e inmaviles de CXCR4 (como en la Figura 2B) en células JK-CD4 mut no
estimuladas (336 frayectorias a pariir de 22 células, n = 3).

Figura 4. El receptor mutanie CXCR4 de oligomerizacion deficiente vy el
péptido 239TMVI reducen las respuestas celulares mediadas por CXCL12, (A)
Analisis por inmunotransferencia de la asociacidn de la proteina de Gai a celulas
KGla transfectadas con CXCR4wt-AcGFP o CXCR4mut-AcGFP en respuesta a
CXCL12. Parte inferior, datos de densitometria con media £ DT (n = 3). (B) Células
2937 no estimuladas y estimuladas con CXCL12 cotransiectadas transitoriamente a
una relacion Gai-Rluc:CXCR4Amut-YFP fija. El gréfico muesira cambios en la eficiencia
de la relacidén de BRET (n = 3; no significativo, p > 0,05). (C) Respuesia de flujo de
Ca2+ a CXCL12 en células 2937 transfectadas con CXCR4wt-CFP o CXCR4mut-CFP
{(n=3;" p s 0,05 (D) Analisis de inmunotransferencia de pERK1/2 y -pAkl en
respuesta a CXCL12 en células como en A. Se usa Akt total como controt de carga.
{E) Quimiotaxis inducida por CXCL12 de células JK-CD4 wty JK-CDA mut (n=3; " p =
(0,058). (Fy DIC de lapsos de tiempo fusionados (indicados en s) e imagenes de
fluorescencia de células representativas JK-CD4 wt vy JK-CD4 mut como en £, en
bicapas lipidicas gue contienen ICAMI recubiertas con CXCL12. Puntas de flecha,
células controladas en cada condicidn. Perfiles de area de contacto celular (um®
estimados por IBM. {3} Frecuencia de adherencia de las células como en F) a bicapas
fipidicas recubiertas con CXCL12 que contienen ICAM-1 (n = 3; ™ p £ 0,0001). {H)
Migracion inducida por CXCL12 de neulréfilos de ratdn prelratados con 221TMV,
péptidos 239TMVI, el diluyente (DMEO)Y o PTx (n = 3; ™ p < 0,001, ™ p < 0,0001). (i
Cuantificacidn de neutréfiios marcados con CMFDA transferidos adoptivamente
obtenidos de meédula 0sea de ralones C57BL/6 receptores 1 hora despuss de la
transferencia celular. Antes de la transferencia, los neulréfilos se preincubaron como
enH(n=3;"p=0,001, " p <0.0001).

Figura 5. Homologia de secuencia en la region TMVI KTTVILILA de ia
familia de recepiores de quimiocinas. Alineacion de secuencias mulliples de la
regidn correspondiente a KTTVILILA (SEQ 1D NO: 2} en todos los receplores de
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guimiocinas, realizada con la prestacion htips://weblogo.berkeley.edw/logo.cgi. Aunque
fos restos de amincacidos no se conservan, esta region se conserva estructuralmente

en otros miembros de la familia de receptores de quimiocinas.

EJEMPLOS

Ejempio 1. CXCR4 muestra diferentes tipos de travectorias en la superficie de
los linfocitos T.

Los inventores utilizaron microscopia de agotamiento de emision estimulada
(STED, stimulated emission depletion) para visualizar la oligomerizacion de CXCR4 en
linfocitos T virgenes o naive {linfocitos T) vy en la estirpe de linfocitos T CD4™ Jurkat
(JKCD4™). La mayoria de los receptores se enconifraron en forma de mondmeros y
dimeros (~80% en linfocitos T y ~35% en células JKCD4™, pero también se detectaron
nancagrupamientos {(nanociusters), complejos formados por mas de tres receptores
{(~20% vy 65%, respectivamente} (Figura 1A-B). Para evaluar la dindmica de CXCR4,
fos inventores usaron el seguimiento de particulas individuales (SPT, por sus siglas en
inglés’ en el modo de Huorescencia de reflexidn interna total {TIRF) v transfectaron
células JKCD4" con CXCR4 fusionadas con la proteina monomérica AcGFP (JKCD4™-
X4}, Primero se estimaron las densidades de particulas apropiadas para la oblencidn
de imagenes TIRF usando AcGFP purificado inmovilizado en vidrio. Solo las peliculas
con densidades de particulas < 4,5 particulas/um” se usaron para detectar y rastrear
CXCR4. Se reconstruyeron trayectorias de los receplores usando un algoritmo de
rastreo de particulas para seguir particulas individuales y capturar su fusién vy
separacion de otras particulas (Figuras 10, D). En estado estacionario, el ~28% de
las particulas de CXCR4 eran inmdviles (Figuras 1E); los receptores restantes
mostraron perfiles de difusion distintos (Figuras 1F), como se demostré mediante
diagramas de desplazamiento cuadrado medic (DCM) (Manzo C y Garcia-Parajo MF
(2015) Rep Frog Phys 78 (12): 124601) y se clasificaron usando el espectro de
escalado de momento (EEM) (Ewers H et al. (2005) Proc Natl Acad Sci LUEA 102 (42):
15110-15115). La mayoria de estas particulas moviles (~78%) mostraron una
movilidad restringida deniro de regiones de ~200 nm; el ~15% exhibieron difusién sin
movimienio Browniano y el ~7% eran particulas con movimienio dirigido (Figuras 1G).
La mediana del coeficiente de difusidn {D,4) para las particulas de CXCR4 vario de
0,0037 um®s’ para receptores confinados a 00,0094 um®s’ para CXCR4 con

movimiento de transporte direcio (Figura 1H). Para estimar la estequiometria puntual,
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se midid ia intensidad de flucrescencia promedio para los primeros 50 marcos de cada
frayectoria {(Figura 11} y se usé como referencia la intensidad de la proteina
monomérica CD86-AcGFP (Calebiro D et al. (2013} Proc Nall Acad Sci USA 110 (2):
743-748). La mayoria de las particulas CXCR4 eran mondmeros {~23 %), dimeros
{(~47 %} y trimeros (~19 %), aunque lambién se identificaron complejos de 4 a 6
recepiores (~1 % eran hexdmeros) (Figura 1J).

Se descartd la influencia de CXCR4 expresado enddgenamente en el sistema
celular, ya que el tamafio de agrupamienio vy los parametros dinamicos fueron
similares cuando se analizaron las céiulas JKCD4" en las que CXCR4 endogeno
estaba regulado negativamente por ARNip antes de la transfeccion con CXCR4-
AcGFP (JKCD47si). Los datos indican que los mondmeros CXCR4, los dimeros v los

nanoagrupamienios pequefios dinamicos coexisten en la membrana de los linfocitos T.

Ejemplo 2. La union de CXCL12 desencadena el agrupamienio de CXCR4 vy
modula la dindmica de las particulas.

Como la union de CXCL12 al receptor promueve cambios conformacionales en
complejos de CXCR4 y aumenta el ntmero de dimeros de CXCR4 (Schiraldi M et al
(2012) J Exp Med 209 (3): 551-5639), se usté SPT-TIRFM para evaluar el efecto del
ligando sobre ia dinamica de CXCR4. Se cullivaron en placas células JKCD4™-X4 en
placas recubiertas con fibronecting o fibronectina/CXCL12 vy se siguid la movilidad
lateral de las particulas individuales a lo largo del tiempo. CXCL12 promovié una
reduccion significativa en la difusividad total de CXCR4 (basal, Dy 0,0047um3s™;
CXCL12, 0,0042 um®s™) v aumenid el porcentaje de particulas inmdéviles del ~27 %
{basal) al ~35 % (CXCL12) (Figuras 2A, B). Eslos datos coinciden con los publicados
para otros GPCR después de la activacion del agonista (Baker A et al. (2007} Euwr
Biophys J 36 (B): 840-860). También se detectd un mayor ndmero de
nanoagrupamienios mas grandes en la membrana de células activadas con CXCL12
{un ~70 % de nanoagrupamientos con z 3 receplores, en comparacion con el ~30 %
de nancagrupamienios similares en condiciones basales (Figura 2C); un ~22 % de
particutas inmdviles eran nanocagrupamientos formados por z 3 receplores/particula en
comparacion con el ~7 % en estado estacionario (Figura 2D). Estas diferencias fueron
incluso mayores cuando solo se tuvieron en cuenta nanoagrupamientos mas grandes
{(4-7 receptores/particula). Estos resultadoes indican un nancagrupamiento de receplor
desencadenado por CXCL12, que alecta a la dindmica de CXCR4 en la membrana

celular,
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Usando STED, se validd la estimulacién por CXCL12 del agrupamiento de
receptores en células JKCDA™ vy en linfocitos T; CXCL12 promovid ef agrupamiento de
CXCR4 hasta un maximo de 10 a 18 receplores/particula (Figuras 2G-H). El ligando
redujo de este modo el porcentaje de mondmeros v dimeros a expensas de aumentar
el nimero de nancagrupamientos grandes y promover su inmovilizacién.

Sin embargo, el agrupamiento mediado por CXCL12 no se alterd cuando las
celulas se pretrataron con PitStop2 o brefelding A, farmacos que bloquean los pociilos
recubiertos de clatrina y el {rafico de vesiculas, respectivamente (Figuras 21-d}, o que
indica que el agrupamiento de receptores mediado por ligando no se asociaba a

procesos de internalizacion.

Ejemplo 3. K230E, V2424 y L2464 en CXCR4 TM VI son restos esenciales para el
agrupamiento del receplor y ias funciones inducidas por CXCL12.

La estructura cristalina de CXCR4 muestra un homodimero cuya interfaz esta
localizada en las regiones fransmembrana (Wu B et al. (2010} Science 330 (8007):
1066-1071). Los inventores predijeron de este modo oligbmeros como complejos
formados por entidades diméricas y realizando un analisis informatico para determinar
fos resios en las regiones TM de CXCR4 implicadas en la oligomerizacion del receptor
sin alterar los homodimeros del receplor. Los analisis revelaron varios péptidos
fransmembrana en TMIV, TMV, TMVI y TMVIl (Figura 34), que se exploraron para
determinar su capacidad para antagenizar la migracion celular mediada por CXCL12.
El péptido basado en CXCR4 TMVI PKPTVILILA®Y (SEQ 1D NO: 5) (**TMVY), que
blogued la migracidn de la célula JKCD4 * mediada por CXCL12 (Figura 3B), se
selecciond para estudios adicionales. Los péptidos restanies no alteraron las funciones
mediadas por CXCR4, io que confirma la especificidad del efecto. £l péptide sintético
TMY ZUHHSKLSH™ (SEQ 1D NO: 10) (*'TMV) se eligid como control para
experimentos posteriores {(Figura 3B). El tratamiento con “TMVI promovi6
especificamente un aumento significativo en la eficacia de FRET de homodimeros de
CXCR4, o que confirmé su interaccion con CXCR4 sin alterar los complejos
homodiméricos. Ei tratamiento con control #'TMV no modificsd la eficiencia de FRET
basal {Figura 3C). Ambos péptlidos se incorporaron a la membrana celular, como se
muestra mediante citomelria de flujo usando péptidos marcados con biotina.

Sobre la base de los efectos in vitro del péptido TMVI, los inventores exploraron

informaticamente los restos de amincdcidos de "MV gue tenian sus cadenas

laterales en el lado exierno del complejo receptor (Figura 3D). Los inveniores
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generaron un mutante puntual triple (sustituciones K239k, V242A v L246A; X4mut), en
la regién de contacto tedrico de oligdmeros de CXCR4 {Figura 3D}, que se evalud en
detalie. En células JKCD4 si transfectadas transitoriamente con CXCR4mut (Xdmut) v
CXCR4 de tipe silvestre (Xdwt), fa tincion anti-CXCR4 demostrd que os dos
receptores se expresaban por igual en las membranas celulares (Figura 3E), CXCL12
unido (Kp de X4wt: 0,60 nM, Ky de Xdmul: 0,62 nM) vy se internalizaban de manera
similar en respuesta al ligando (Figura 3F). También formaron homodimeros vy
heterodimeros, como se muestra mediante el analisis por FRET (Figura 3G). Sin
embargo, sus valores de FRETmax y FRETs, indicaron que los homodimeros Xdwt v
X4mut adoptaban conformaciones distintas (Figura 3G y Tabia 1).

El andlisis por SPT-TIRF de las células JKCD4™ transfectadas indicé gue en ¢l
estado estacionario el tamafio de particula de Xdmut era similar al de X4wt (Figura
3H). Por el contrario, mientras gue CXCL12 promovié el agrupamiento de X4wt (~70 %
de nanoagrupamientos), ol efectc sobre X4mut fue mas pequefic (~30% de
nancagrupamientos) (Figura 31). Cuando se analizaron las células JKCD4 si-X4mut, la
reduccion en el tamafo del agrupamienio fue incluso mayor a pesar de la activacion
de CXCL12; el agrupamiento se abolié en gran medida, vy el »94 % de las particulas
gran moendmeros/dimeros (Figura 31). La capacidad de Xdmut y X4wt para
heterodimerizarse podria explicar las diferencias mas grandes detectadas en funcidn
de las células utilizadas. No se encontraron cambios en los perfiles de frayectoria entre
los dos receptores ni variacién en el coeficiente de difusion X4mut entre células con o
sin expresion de X4wt enddgena (Figura 3J). En ausencia de CXCR4 endogens,
también se encontré el 290 % de particulas de X4mut mdviles (Figura 3K). Estos datos
indican fuerlemente que K238, V242 y L2486 participan en la oligomerizacion de
CXCR4 vy, por tanto, influyen en su movilidad lateral.

Para determinar los efectos funcionales del agrupamiento de CXCR4, se
evalud la activacién de la proteina Go; por X4mut. La inmunoprecipitacion y el analisis
por inmunotransferencia mostraron gue Xdwt y X4mui asociaron Go, en respuesta a
CXCL12 (Figura 4A). Sin embargo, las mediciones de BRET demostraron que tanto €
CXCRA4 de tipo silvestre como el mutante se asociaron constitutivamente a Gai (Figura
48). Aungue la unidn de CXCL12 a Xdwt promovid un cambic conformacional en el
complejo CXCR4/Ga; compatible con la activacion de cascada de sefalizacién, no se
observaron cambios marcados cuando CXCL12 se unid a X4mut {Figura 4B).

CXCL12 también promovié el flujo de Ca® intracelular en células que expresan

Xdwt o Xdmut, aunque las respuestas a través de Xdmut fueron significativamente
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mas bajas (Figura 4C). También se observsd que la activacidn mediada por CXCL12 de
MAPRK (ERK1, 2} v PIBK (Akl) se vio notablemente comprometida en células que
expresaban X4mul (Figura 40) vy que la migracion celular hacia CXCL12, de este
modo, se alteraba (Figura 4E). Usando el sistema de bicapa lipidica con ICAM-1
incluido mas CXCL12, se encontré que las células JKCD4 si gue expresaban X4mut
no migraron, se adhirieron deficientemente al sustrato y tenian un area de contacio
mas pequefa. FPor el contrario, las células JKCD4 si que expresaban X4mut estaban
polarizadas, con una exiensién de borde de atague aplanada y migraron a lo largo de
fa bicapa lipidica (Figuras 4F-G). Estos datos indicaron que los receplores no
agrupados son capaces de promover el flujo de Ca®* intracelular mediado por ligande,
aunque el agrupamiento de receplores es necesario para la activacién complela de la
funcion de CXCR4.

Para determinar la relevancia in vivo del agrupamiento de CXCR4 mediado por
CXCL12, se uséd un modelo de eliminacién de neulrdfilos senescentes a la madula
Gsea. Algunos informes demostraron que esle proceso depende del  eje
CXCR4/CXCL12 {Furze RC y Rankin SM (2008} /immunology 125 (3): 281-288). Los
neutréfilos de médula dsea murina se tifieron con verde CellTracker (CMFDA) v se
incubaron con el péptido 2TMVI, #'TMV (control) o PTx como control positivo del
bloqueo de la funcién de CXCR4. Primero se confirmé el antagonismo de ®°TMVI en
un ensayo de quimiotaxis in vitro de neutrofilos frente a gradientes de CXCL12 (Figura
4H}. Los neutrdfilos tratados se inyectaron después por via intravenocsa en ratones y
se analizd la acumuiacién de células en la meédula dsea después de 60 minulos
mediante citoretria de flujo. El tratamiento con *°TMVI inhibié la eliminacién de
neutrofilos en un ~82 %, mieniras gue los neutrdfilos tratados con el péptido de conirol
2ITMV retornaron a la médula 6sea, al igual que los controles (neutrdfilos tratados con
PBS o DMSO). Como control positivo de g inhibicion, el tratamiento con PTx inhibid la
eliminacion en el ~46 % (Figura 41).
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REIVINDICACIONES

1. Un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos X;X,TX4ILIXsA (SEQ
ID NO: 1) o su secuencia invertida, en el que

XiesKoE,

XoesToP,

XsesVoA,

XsesLOA,y

en el que dicho péptido es capaz de inhibir la sefalizacion de CXCL12.

2. El péptido de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el péptido tiene una

longitud de entre 9 y 50 aminoacidos.

3. El péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 0 2, en el
que el péptido tiene una longitud de 9 aminoacidos y en el que la secuencia de
aminoacidos es KTTVILILA (SEQ ID NO: 2) o su secuencia invertida.

4 El péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 0 2, en el
que el péptido tiene una longitud de 9 aminoacidos y en el que la secuencia de
aminoacidos es KPTVILILA (SEQ ID NO: 5) o su secuencia invertida.

5. El péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 0 2, en el
que el péptido tiene una longitud de 9 aminoacidos y en el que la secuencia de
aminoacidos es ETTAILIAA (SEQ ID NO: 4) o su secuencia invertida.

6. El péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el

que el péptido comprende al menos un aminoacido D.

7. Una proteina de fusidbn que comprende un péptido de acuerdo con una

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 y al menos un polipéptido heterélogo.

8. Una nanoparticula que comprende un péptido de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 6 o una proteina de fusion de acuerdo con la reivindicacion
7.
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9. Una particula similar a virus que comprende un péptido de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 0 una proteina de fusién de acuerdo con la

reivindicacién 7.

10. Uso del péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en
un método de seleccién de compuestos, moléculas y/o composiciones que inhiben la

respuesta celular mediada por quimiocinas.

11. Uso del péptido de acuerdo con la reivindicacién 1 a 5 para el disefio de un

peptidomimético que inhibe la respuesta celular mediada por quimiocinas.

12. Un método in vitro para la seleccibn de compuestos, moléculas y/o
composiciones que inhiben la respuesta celular mediada por quimiocinas o son utiles
para el tratamiento y/o la prevencién de enfermedades inflamatorias crénicas,
enfermedades autoinmunitarias, inmunodeficiencias o cancer, en el que dicho método
comprende:
a) poner en contacto un receptor de quimiocinas con un compuesto, molécula
y/o composicidn que se ha de someter a ensayo,
b) analizar la unién entre el compuesto, molécula y/o composicion que se ha de
someter a ensayo y la regién que consiste en el péptido de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 dentro de la secuencia de aminoacidos
del receptor de quimiocinas, y
c¢) clasificar el compuesto, molécula y/o composicién como util para inhibir la
respuesta celular mediada por quimiocinas o util para el tratamiento y/o la
prevencibn de enfermedades inflamatorias cronicas, enfermedades
autoinmunitarias, inmunodeficiencias o cancer, cuando se ha detectado una

unién en la etapa b).

13. Uso de acuerdo con la reivindicacién 11, en el que la quimiocina es CXCL12.

14. Uso del péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5
como diana farmacologica para la deteccion de compuestos, moléculas y/o
composiciones Uutiles para el tratamiento y/o la prevencion de enfermedades

inflamatorias cronicas, enfermedades autoinmunitarias, inmunodeficiencias o cancer.
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15. Anticuerpo que reconoce el péptido de acuerdo con una cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 5 como antigeno.

16. Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente
eficaz de un péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, o
una proteina de fusién de acuerdo con la reivindicacidon 7, o una nanoparticula de
acuerdo con la reivindicacién 8, o una particula similar a virus de acuerdo con la

reivindicacion 9, y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

17. Un péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, o una
proteina de fusion de acuerdo con la reivindicacién 7, o una nanoparticula de acuerdo
con la reivindicacién 8, o una particula similar a virus de acuerdo con la reivindicacion
9, 0 una composicidon farmacéutica de acuerdo con la reivindicaciéon 10 para su uso en

medicina.

18. Un péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, o una
proteina de fusion de acuerdo con la reivindicacién 7, o una nanoparticula de acuerdo
con la reivindicacién 8, o una particula similar a virus de acuerdo con la reivindicacion
9, 0 una composicidon farmacéutica de acuerdo con la reivindicaciéon 10 para su uso en
el tratamiento y/o la prevencidn de enfermedades inflamatorias crénicas,

enfermedades autoinmunitarias, inmunodeficiencias o cancer.
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