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DESCRIPCION

Composiciones para modular la actividad de citoquinas yc
CAMPO DE LA INVENCION

Las presentes realizaciones se refieren a antagonistas peptidicos de las citoquinas de la familia yc, un grupo de
citoquinas de mamiferos que son producidas principalmente por células epiteliales, estromales e inmunitarias y
que controlan la activacién normal y patolégica de una serie diversa de linfocitos. Las presentes realizaciones
también se refieren a los usos terapéuticos de péptidos de este tipo para el tratamiento de determinadas
enfermedades humanas. Las presentes realizaciones también se refieren a las aplicaciones cosmecéuticas de
péptidos de este tipo. Se describe la descripcidon de enfermedades diana, aplicaciones cosmecéuticas, asi como
métodos de administracion, produccidn y comercializacion de los péptidos.

ANTECEDENTES

Las citoquinas son un grupo diverso de factores solubles que median en diversas funciones celulares, tales como
el crecimiento, la diferenciacion funcional y la promocion o prevencién de la muerte celular programada (muerte
celular apoptética). Las citoquinas, a diferencia de las hormonas, no son producidas por tejidos glandulares
especializados, sino que pueden ser producidas por una amplia diversidad de tipos de células tales como las
células epiteliales, estromales o inmunitarias.

Hasta ahora se han identificado mas de 100 citoquinas y se considera que se han desarrollado por medio de
duplicaciones genéticas a partir de una agrupacion de genes primordiales (véase Bazan, J.F. 1990, Immunol.
Today 11:350-354). En apoyo de esta opinién, es comuln que un grupo de citoquinas comparta un componente en
su sistema de receptores de multiples subunidades. La subunidad de citoquina compartida mejor documentada
en las células T es la subunidad y comun (subunidad yc). La subunidad yc es compartida por 6 citoquinas
conocidas (interleuquina-2 (IL-2), interleuquina-4 (IL-4), interleuquina-7 (IL-7), interleuquina-9 (IL-9), interleuquina-
15 (IL-15) e interleuquina-21 (IL-21), denominadas colectivamente "citoquinas yc¢" o "citoquinas de la familia yc") y
desempefia un papel indispensable en la transduccion de sefiales de activacion celular para todas estas citoquinas.
Ademas, para cada una de las citoquinas yc, hay una o dos subunidades receptoras especificas para citoquinas
privadas que, cuando forman complejo con la subunidad yc, dan lugar a un receptor completamente funcional.
(Véase Rochman et al., 2009, Nat Rev Immunol. 9: 480-90.)

Las citoquinas de la familia yc son un grupo de citoquinas de mamiferos que son producidas principalmente por
células epiteliales, estromales e inmunitarias y controlan la activacidon normal y patolégica de una amplia variedad
de linfocitos. Estas citoquinas son de vital importancia para el desarrollo temprano de las células T en el timo, asi
como para su homeostasis en la periferia. Por ejemplo, en ausencia de la subunidad yc, las células T, By NK no
se desarrollan en ratones. (Véase Sugamura et al., 1996, Annu. Rev. Immunol 14:179-205).

PatoloniasAsociad ns-Gitoat

Estudios recientes han indicado que la desregulacion de la expresién y la disfuncion de las citoquinas yc podrian
conducir a una amplia diversidad de enfermedades inmunoldgicas y hematopoyéticas humanas.

IL-2

Si bien historicamente se consideré que IL-2 era un factor de crecimiento de células T prototipo, la generacién de
un ratén transgénico que carecia de expresion de IL-2 reveld que IL-2 no es critica para el crecimiento o el
desarrollo de células T convencionales in vivo. Sin embargo, la sobre-expresion de IL-2 conduce a una expansién
preferencial de un subconjunto de células T, las células T reguladoras (T-regs). (Véase Antony et al., 2006, J.
Immunol. 176:5255-66.) Las T-regs suprimen las respuestas inmunitarias de otras células y, por lo tanto, actian
para mantener la tolerancia periférica (revisado en Sakaguchi et al., 2008, Cell 133:775-87). Se cree que la ruptura
de la tolerancia periférica provoca enfermedades autoinmunes en los seres humanos. Por lo tanto, se cree que la
funcién inmunosupresora de las T-regs previene el desarrollo de enfermedades autoinmunes (véase Sakaguchi et
al., 2008, Cell 133:775-87). Las T-regs también se han relacionado con el cancer, en que los tumores sélidos y las
neoplasias hematologicas se han asociado con un numero elevado de T-regs (véase De Rezende et al., 2010,
Arch. Immunol. Ther. Exp. 58:179-190).

IL-4

La IL-4 es una citoquina no redundante implicada en la diferenciacién de células T auxiliares en el subconjunto Th2
(células T auxiliares de tipo 2), lo que fomenta la diferenciacidon de las células B prematuras en células plasmaticas
productoras de IgE. Los niveles de IgE estan elevados en el asma alérgico. Porlo tanto, la IL-4 esta implicada en
el desarrollo del asma alérgico. Anticuerpos que fijan como objetivo IL-4 se pueden utilizar para tratar o incluso
prevenir la aparicion del asma alérgico. (Véase Le Buanec et al., 2007, Vaccine 25:7206-16.)
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IL7

La IL-7 es esencial para el desarrollo de las células By el desarrollo temprano de células T en el timo. En ratones,
la expresion anormal de IL-7 provoca leucemia asociada a las células T. (Véase Fisher et al., 1993, Leukemia
2:566-68.) Sin embargo, en los seres humanos, la regulacién incorrecta de IL-7 no parece provocar leucemia
asociada a las células T. En seres humanos, la regulacién positiva de IL-7, ya sea sola 0 en combinacion con otro
miembro de la familia de las citoquinas yc, IL-15, se ha relacionado con la leucemia de linfocitos grandes granulares
(LGL, por sus siglas en inglés).

IL-9

El papel de IL-9 aln no estéd muy bien caracterizado en comparacion con otros miembros de la familia de citoquinas
yc. Los ratones en los que se ha eliminado el gen IL-9 parecen normales y no carecen de subconjunto de células
alguno en los compartimientos linfoide y hematopoyético. Sin embargo, estudios recientes revelan un papel in vivo
de IL-9 en la generacion de células Th17 (células T auxiliares inducidas por interleuquina-17) (Véase Littman et al.,
2010, Cell 140(6):845-58; y Nowak et al., 2009, J. Exp. Med. 206: 1653-60).

IL-15

IL-15 esta criticamente implicada en el desarrollo de células NK, células NK-T, algunos subconjuntos de linfocitos
intraepiteliales (IELs, por sus siglas en inglés), células yd-T y células T CD8 de fenotipo de memoria (Véase
Waldmann, 2007, J. Clin. Immunol. 27:1-18; y Tagaya et al., 1996, EMBO J. 15:4928-39.) La sobre-expresién de
IL-15 en ratones conduce al desarrollo de leucemia de células T de tipo NK-T y CD8 (Véase Fehniger et al., 2001,
J. Exp. Med. 193:219-31; Sato et al. 2011 Blood en prensa). Estas leucemias inducidas experimentalmente
parecen similares a la leucemia LGL (linfocito grande granular) en seres humanos, ya que en ambos casos las
células leucémicas expresan el antigeno CD 8.

También se sospecha que los mecanismos autocrinos mediados por |IL-15 pueden estar implicados en la
transformacion leucémica de los linfocitos T CD4. (Véase Azimi et al., 1998, Proc. Natl. Acad. Sci. 95:2452-7; Azimi
et al., 1999, J. Immunol. 163:4064-72; Azimi et al., 2000, AIDS Res. Hum. Retroviruses 16:1717-22; y Azimi et al.,
2001, Proc. Natl. Acad. Sci. 98:14559-64). Por ejemplo, el HTLV-1 CD4-trépico, que provoca leucemia de células
T adultas en seres humanos, induce el crecimiento autocrino de células T transformadas por el virus a través de la
produccioén de IL-15 e IL-15Ra (Azimi et al., 1998, Proc. Natl. Acad. Sci. 95:2452-7).

Ademas de la transformacion leucémica, estudios recientes implican a la IL-15 en el desarrollo patolégico de la
enfermedad celiaca (CD, por sus siglas en inglés), una enfermedad autoinmune. Se sabe que la IL-15 estimula la
diferenciacioén de las células NK, CD8 y de los linfocitos intraepiteliales intestinales (IEL, por sus siglas en inglés)
en células asesinas activadas por linfocinas (LAK, por sus siglas en inglés) al inducir la expresion de enzimas
citoliticas (es decir, granzima y perforina) asi como de interferén-y. La enfermedad celiaca (denominada CD en
adelante) es una enteropatia inmunomediada que se desencadena por el consumo de alimentos que contienen
gluten en individuos que expresan alelos HLA-DQ especificos. La prevalencia de esta enfermedad es del 1 % en
la poblacion occidental. El Unico tratamiento actual para la CD es la eliminacién completa del gluten de la dieta del
paciente. La patologia de la CD es provocada principalmente por un dafio extenso a la mucosa intestinal, que es
causado por células T CD8 activadas que se han infiltrado en la lamina propria intestinal. Estas células T CD8
parecen activarse a través de mecanismos que implican ala lL-15. Una publicacion reciente demostré en ratones
que la sobre-expresion ectopica de IL-15 por los enterocitos conduce al desarrollo de enteropatia, que se asemeja
mucho a las lesiones en pacientes con CD. La neutralizacién de la actividad de IL-15 disminuy6 drasticamente los
cambios patoldgicos. Por lo tanto, una intervencion que bloquee la activacién de las células T CD8 por parte de
IL-15 parece proporcionar una estrategia alternativa para la gestion de la CD a la dieta convencional sin gluten.

IL-21

La IL-21 es el miembro mas recientemente descubierto de la familia yc. A diferencia de otros miembros de la
familia, la IL-21 no parece tener efectos potentes de fomento del crecimiento. En cambio, se cree que IL-21
funciona mas como un factor de diferenciacién que como un factor que controla la proliferacién celular (véase
Tagaya, 2010, J. Leuk. Biol. 87:13-15).

Estrategias Actuales para el Tratamiento de Trastornos Mediados por la Citoquina yc

Debido a que se piensa que las citoquinas yc estan implicadas en numerosas enfermedades humanas, se han
propuesto varios métodos para tratar enfermedades implicadas en las citoquinas yc inhibiendo las actividades de
la familia de las citoquinas yc. Estos métodos incluyen el uso de anticuerpos monoclonales especificos para
citoquinas para neutralizar la actividad de la citoquina diana in vivo; el uso de anticuerpos monoclonales que fijan
como objetivo las subunidades receptoras especificas para citoquinas privadas (subunidades distintas de la
subunidad yc compartida) para inhibir selectivamente la actividad de las citoquinas; y el uso de inhibidores quimicos
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que bloquean la via de transduccion de sefiales de citoquinas intracelulares aguas abajo. Si bien los anticuerpos
especificos para citoquinas son a menudo la primera opcién al disefiar agentes terapéuticos, las citoquinas que
comparten componentes receptores muestran funciones solapantes (Véase Paul, W.E., 1989, Cell 57:521-24) y
mas de una citoquina puede cooperar para provocar una enfermedad (véase el ejemplo descrito mas adelante).
Por lo tanto, los enfoques que implican la neutralizacién de una sola citoquina pueden no ser eficaces en el
tratamiento de enfermedades humanas implicadas en las citoquinas.

También se han propuesto estrategias para disefiar terapias que inhiban la funcién de multiples citoquinas a través
de anticuerpos que reconocen un componente receptor compartido. Sin embargo, la naturaleza de multiples
subunidades de los sistemas de receptores de citoquinas y el hecho de que los receptores funcionales para una
sola citoquina pueden asumir diferentes configuraciones dificultan este enfoque. Por ejemplo, un receptor de IL-
15 funcional puede ser IL-15RB/yc o IL-15Ra/B/yc. (Véase Dubois et al., 2002, Immunity 17:537-47.) Un anticuerpo
contra el receptor de IL-15RB (TMB1) es un inhibidor eficaz de la funcidén de IL-15, pero solo cuando la molécula
IL-15Ra esta ausente del complejo receptor. (Véase Tanaka et al., 1991, J. Immunol. 147:2222-28.) Por lo tanto,
la eficacia de un anticuerpo anti-receptor monoclonal, ya sea generado contra una subunidad compartida o privada,
puede depender del contexto y es impredecible in vivo.

Aunque el uso clinico de anticuerpos monoclonales contra factores biolégicamente activos o receptores asociados
con la patogénesis de enfermedades es una practica establecida, existen pocas demostraciones de resultados
exitosos. Ademas, el establecimiento de un tratamiento con anticuerpos monoclonales clinicamente adecuado es
un proceso largo y dificil, y la generacion exitosa de un anticuerpo neutralizante es en gran medida una cuestién
de suerte. Por ejemplo, debido a la importancia critica de la subunidad yc en la mediacién de la sefializacién por
parte de las citoquinas de la familia yc, se han realizado muchos intentos de generar anticuerpos policlonales y
monoclonales contra la subunidad yc y existen muchos anticuerpos comerciales que reconocen la subunidad yc
en ratones y en seres humanos. Sin embargo, curiosamente, ninguno de estos anticuerpos anti-subunidad yc
bloquea la funcion de las citoquinas yc.

Otro problema con el uso terapéutico de los anticuerpos monoclonales es que los anticuerpos monoclonales se
generan habitualmente inmunizando roedores con proteinas humanas, por lo que el anticuerpo generado es una
proteina extrafia y, por lo tanto, altamente inmunogénica. Para evitar este problema, la secuencia de aminoacidos
del anticuerpo monoclonal se modifica molecularmente de modo que la molécula de anticuerpo se reconozca como
una inmunoglobulina humana (un proceso denominado humanizacidn), pero este proceso requiere tiempo y dinero.

La Fijacidn como Objetivo de JAK3 es un Ejemplo Alternativo Existente para la Inhibicion de Multiples
citoquinas yc

La interaccion entre la subunidad yc y una citoquina yc conduce a la activacion de una proteina tirosina quinasa
intracelular denominada quinasa Janus 3 (Jak3). Jak3, a su vez, fosforila multiples moléculas de sefializacion,
incluyendo STATS y la quinasa PI3. La interaccién de la subunidad yc y Jak3 es muy especifica. De hecho, no
existe otra molécula receptora que reclute a Jak3 para la transduccidn de sefiales. (Véase O'Shea, 2004, Ann.
Rheum. Dis. 63:(supl. 11):ii67-7.) Por lo tanto, la inhibicién de la sefializacion de citoquinas a través de la subunidad
yc se puede lograr bloqueando la actividad de la quinasa Jak3. Por consiguiente, se han introducido en el mercado
multiples inhibidores quimicos que fijan como objetivo la actividad quinasa de Jak3. (Véase Pesu et al., 2008,
Immunol. Rev. 223:132-142.) Un ejemplo de ello es CP690,550.

La principal deficiencia de estos inhibidores de la proteina quinasa es la falta de especificidad para la quinasa Jak3.
Estos farmacos interceptan la unién de las moléculas de ATP (adenosina-trifosfato) a la quinasa Jak3, una reaccion
biogquimica comun para muchas proteinas quinasas y, por lo tanto, tienden a bloquear la accién de multiples
proteinas quinasas intracelulares que no estan relacionadas con la quinasa Jak3, cuyas acciones son criticamente
necesarias para el bienestar de las células normales en diversos tejidos. Por |lo tanto, se necesitan inhibidores
mas especificos de la sefializacidon a través de la subunidad yc.

Por lo tanto, existe una gran necesidad de una estrategia alternativa para tratar enfermedades implicadas en la
citoquina yc.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencion se define por las reivindicaciones.

La referencia a los métodos de tratamiento mediante terapia o cirugia o métodos de diagnéstico in vivo en los
Ejemplos 12, 13 y 14 de esta descripcion se han de interpretar como referencias a compuestos, composiciones
farmacéuticas y medicamentos de la presente invencion para uso en esos métodos.

Un aspecto de la invencidn se refiere a un péptido compuesto que comprende una secuencia de aminoacidos de

la caja yc central D/E-F-L-E/Q/N-S/R-X-I/K-X-L/I-X-Q (SEQ ID NO: 2) que es de 11 aminodacidos de longitud, en
donde el primer X es un aminoéacido seleccionado del grupo que consiste en W, F y L, el segundo X es un
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aminoacido seleccionado del grupo que consiste en H, T, Ey S, y el tercer X es un aminoacido seleccionado del
grupo que consiste en V, F, C, Ly M, en donde dicha secuencia de aminoéacidos de la caja yc central comprende
un material compuesto artificial que combina las secuencias de aminoacidos de dos 0 méas de los motivos de la
caja yc IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 e IL-21 humana y en donde los péptidos compuestos comprenden 19
aminoacidos.

Una realizacién se refiere a un péptido aislado o purificado, que consiste esencialmente en una secuencia de
aminoacidos de 19 meros |-K-E-F-L-Q-R-F-I-H-I-V-Q-S-I-I-N-T-S (SEQ ID NO: 1) (a la que se alude en esta
memoria como "BNZ-y" (BNZ-gamma)).

Otra realizacidn, que no forma parte de la invencién, se refiere a un método in vitro para bloquear la sefializacidn
por uno o mas miembros de la familia de citoquinas yc, que comprende poner en contacto una célula con un péptido
aislado o purificado que consiste esencialmente en la secuencia de aminoacidos |-K-E-F-L-Q-R-F-I-H-I-V-Q-S-I-I-
N-T-S (SEQ ID NO: 1).

Otra realizacién, que no forma parte de la invencion, se refiere a un método in vitro para blogquear la sefializacién
por uno o mas miembros de la familia de citoquinas yc, que comprende poner en contacto una célula con un péptido
aislado o purificado que consiste esencialmente en la secuencia de aminoacidos |-K-E-F-L-Q-R-F-I-H-I-V-Q-S-I-I-
N-T-S (SEQ ID NO: 1), en donde la célula es una célula inmune.

Otra realizacién, que no forma parte de la invencion, se refiere a un método in vitro para blogquear la sefializacién
por uno o mas miembros de la familia de citoquinas yc, que comprende poner en contacto una célula con un péptido
aislado o purificado que consiste esencialmente en la secuencia de aminoacidos |-K-E-F-L-Q-R-F-I-H-I-V-Q-S-I-I-
N-T-S (SEQ ID NO: 1), en donde el miembro de la familia de citoquinas yc se selecciona del grupo que consiste
en: IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 o IL-21.

Otra realizacion se refiere a péptidos derivados de un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos I-K-E-
F-L-Q-R-F-I-H-I-V-Q-S-I-I-N-T-S (SEQ ID NO: 1), en donde el péptido derivado tiene propiedades fisico-quimicas
similares al péptido que consiste en la secuencia de aminoéacidos |-K-E-F-L-Q-R-F-I-H-I-V-Q-S-I-I-N-T-S (SEQ ID
NO: 1), pero el péptido derivado tiene una actividad biolégica distinta.

Otra realizacion se refiere a un péptido personalizado, en donde la secuencia de aminoacidos del péptido
personalizado difiere de la secuencia de aminoacidos |-K-E-F-L-Q-R-F-I-H-I-V-Q-SI-I-N-T-S (SEQ ID NO: 1) por la
sustitucion conservadora de uno 0 més aminoacidos.

Otra realizacién se refiere a un péptido personalizado, que consiste esencialmente en una secuencia de
aminoécidos de 19 meros |I-K-E-F-L-Q-R-F-I-H-I-V-Q-S-I-I-N-T-S (SEQ ID NO: 1).

Otra parte de esta divulgacion se refiere a un péptido personalizado en donde la secuencia de aminoacidos del
péptido personalizado difiere de la secuencia de aminoacidos |-K-E-F-L-Q-R-F-I-H-I-V-Q-S-I-I-N-T-S (SEQ ID NO:
1) al sustituir otro aminoacido polar con la glutamina (Q) en la posicion 6.

Otra parte de esta divulgacion se refiere a un péptido personalizado en donde la secuencia de aminoacidos del
péptido personalizado difiere de la secuencia de aminoacidos |-K-E-F-L-Q-R-F-I-H-I-V-Q-S-I-I-N-T-S (SEQ ID NO:
1) por la sustitucion de uno o0 mas aminoacidos con propiedades bioquimicas similares a los aminoacidos que
comprenden la secuencia I-K-E-F-L-Q-R-F-I-H-I-V-Q-S-I-I-N-T-S (SEQ ID NO: 1).

Otra parte de esta divulgacion se refiere a derivados peptidicos personalizados de la secuencia de aminoacidos |-
K-E-F-L-Q-R-F-I-H-I-V-Q-S-I-I-N-T-S, en donde la secuencia de aminoéacidos del péptido personalizado tiene
propiedades fisico-quimicas similares a un péptido de la secuencia de aminoacidos |-K-E-F-L-Q-R-F-I-H-I-V-Q-S-
I-I-N-T-S (SEQ ID NO: 1), pero tiene una actividad biolégica distinta, en donde la secuencia de aminoacidos del
péptido personalizado comparte al menos un 50% de homologia de secuencia con la secuencia de aminoacidos |-
K-E-F-L-Q-R-F-I-H-I-V-Q-S-I-I-N-T-S (SEQ ID NO: 1).

Otra realizacién, que no forma parte de la invencion, se refiere a una conjugacién de un péptido que consiste
esencialmente en la secuencia de aminoacidos |-K-E-F-L-Q-R-F-I-H-I-V-Q-S-I-I-N-T-S (SEQ ID NO: 1) con los
extremos N, los extremos C y/o con los residuos laterales de proteinas/péptidos bioldgicos existentes para una
administracién eficiente y una estabilidad biolégica mejorada in vivo. Ejemplos de conjugaciones de este tipo son
BSA, albumina, regién Fc de 1gG, otras proteinas bioldgicas que funcionan como armazén, polietilenglicol o (PEG)
en diferentes pesos moleculares u otros restos similares.

Otra parte de esta divulgacion, que no forma parte de la invencion, se refiere a la conjugacién de derivados
peptidicos personalizados de la secuencia de aminoacidos |-K-E-F-L-Q-R-F-I-H-I-V-Q-S-I-I-N-T-S (SEQ ID NO: 1)
con los extremos N, los extremos C y/o con los residuos laterales de proteinas/péptidos bioldgicos existentes, en
donde la secuencia de aminoacidos del péptido personalizado tiene propiedades fisico-quimicas similares a un
péptido de la secuencia de aminoacidos I-K-E-F-L-Q-R-F-I-H-I-V-Q-S-I-I-N-T-S (SEQ ID NO: 1), pero tiene una
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actividad biolégica distinta, en donde |la secuencia de aminoéacidos del péptido personalizado comparte al menos
un 50 % de homologia de secuencia con la secuencia de aminoéacidos |-K-E-F-L-Q-R-F-I-H-I-V-Q-S-I-IN-T-S (SEQ
ID NO: 1). Ejemplos de conjugaciones de este tipo son albumina, regién Fc de IgG, otras proteinas bioldgicas que
funcionan como armazén o polietilenglicol o (PEG) en diferentes pesos moleculares u otros restos similares.

Otra realizacion, que no forma parte de la invencién, se refiere a un método in vitro para inhibir la actividad de la
citoquina yc, que comprende poner en contacto una citoquina yc con un péptido que consiste esencialmente en la
secuencia de aminoacidos |-K-E-F-L-Q-R-F-I-H-1-V-Q-S-I-I-N-T-S (SEQ ID NO: 1).

Otra parte de esta divulgacién, que no forma parte de la invencién, se refiere a anticuerpos policlonales y
monoclonales generados contra un péptido inmunogénico que comprende la secuencia de aminoacidos -I-K-E-F-
L-Q-R-F-I-H-1-V-Q-S-I-I-N-T-S (SEQ ID NO: 1).

Otra parte de esta divulgacién, que no forma parte de la invencién, se refiere a anticuerpos policlonales y
monoclonales generados contra derivados peptidicos personalizados de la secuencia de aminoacidos |-K-E-F-L-
Q-R-F-I-H-I-V-Q-S-I-I-N-T-S (SEQ ID NO: 1), en donde la secuencia de aminoéacidos del péptido personalizado
tiene propiedades fisico-quimicas similares a un péptido de la secuencia de aminoacidos |-K-E-F-L-Q-R-F-I-H-I-V-
Q-S-I-I-N-T-S (SEQ ID NO: 1), pero tiene una actividad biol4gica distinta, y en donde la secuencia de aminoéacidos
del péptido personalizado comparte al menos un 50 % de homologia de secuencia con la secuencia de
aminoacidos |-K-E-F-L-Q-R-F-I-H-I-V-Q-S-I-I-N-T-S (SEQ ID NO: 1).

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1A muestra un alineamiento de la regién de la hélice D de miembros de la familia de citoquinas
yc humanas.

La Figura 1B representa los motivos de la caja yc y de la caja IL-2/IL-15 que dan lugar a la secuencia de
consenso alrededor de la regién de la hélice D de las citoquinas yc.

La Figura 2 muestra una representacion diagramatica de las propiedades bioquimicas de aminoacidos.

La Figura 3A muestra la inhibicidén de la actividad de IL-2, IL-15 e IL-9 por parte de BNZ-y en un ensayo
de proliferacién de PT-18.

La Figura 3B muestra un ensayo de proliferacion de células CTTL2 cultivadas en presencia de IL-2 o IL-
15y 0, 0,1, 1 010 uM de BNZ-y.

La Figura 3C muestra la inhibicién de la fosforilacion de tirosina mediada por IL-15 de STATS por BNZ-y.

La Figura 4A muestra un ensayo de proliferacion de células T ex vivo utilizando sangre periférica
HAM/TSP. La proliferacién de células T es inhibida mediante la adicién de BNZ-y.

La Figura 4B muestra que la poblacion de células CD4+CD25+ en un ensayo de proliferacién de células
T ex vivo utilizando sangre periférica HAM/TSP disminuye después de afiadir BNZ-y al cultivo.

La Figura 4C muestra que la poblacion de células CD4+Ki67 en un ensayo de proliferaciéon de células T
ex vivo utilizando sangre periférica HAM/TSP se reduce después de afiadir BNZ-y al cultivo.

La Figura 4D muestra el porcentaje de células vivas mediante tincion de Guava en un ensayo de
proliferacion de células T ex vivo utilizando HAM/TSP. La sangre periférica no se ve afectada después de
afiadir BNZ-y al cultivo.

DESCRIPCION DETALLADA

Descripcién general

Las citoquinas yc son actores importantes en el desarrollo de las células linfoides que constituyen el sistema
inmunoldgico, particularmente las células T, B y NK. Ademas, las citoquinas yc han sido implicadas en diversas
enfermedades humanas. Por lo tanto, factores que inhiben la actividad de las citoquinas yc proporcionarian
herramientas Utiles para dilucidar el mecanismo de desarrollo de subconjuntos de linfocitos y para tratar trastornos
inmunolégicos y enfermedades mediadas por las citoquinas yc.

Se sabe que el agotamiento de la linea germinal de los genes que codifican la subunidad yc en ratones o
mutaciones de la subunidad yc en seres humanos provocan inmunodeficiencia combinada grave (SCID, por sus
siglas en inglés) al alterar la apariencia o funcion normal de las células NK, Ty B. La importancia de la subunidad
yc en la transduccion de sefiales de las citoquinas yc, IL-2, -4, -7, -9, -15, -21, se indica en estudios que demuestran
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la respuesta de los linfocitos de estos ratones y pacientes humanos a las citoquinas yc (revisado en Sugamura et
al., 1995 Adv. Immunol 59:225-277). Esto indica que la alteracién de la interaccion entre la subunidad yc y una
citoquina yc bloquearia de manera eficiente los eventos de sefializacion intracelular por parte de los miembros de
la familia de citoquinas yc. Por lo tanto, se espera que los péptidos antagonistas de acuerdo con las presentes
realizaciones bloqueen eficazmente los cambios patogénicos en seres humanos que padecen enfermedades
mediadas por la desregulacion de miembros de la familia de citoquinas yc.

Como alternativa a los enfoques mediados por anticuerpos para modular la actividad de citoquinas yc individuales,
la solicitante ha ideado nuevos compuestos de bajo peso molecular denominados en esta memoria "Simul-Block",
que suprimen la actividad de multiples citoquinas yc. Estos compuestos de bajo peso molecular, que incluyen tanto
sustancias quimicas como péptidos, son menos inmunogénicos que los anticuerpos. Estas propiedades distinguen
a Simul-Block como una estrategia mas eficiente para mediar en la actividad de las citoquinas yc en intervenciones
clinicas.

Descubrimiento de la caja yc

El extremo C (la hélice D) de las citoquinas yc contiene el sitio propuesto para interactuar con la subunidad yc
comun de los receptores de citoquinas multiunitarias. (Bernard et al., 2004 J. Biol. Chem. 279:24313-21.) La
comparacion de las propiedades bioquimicas de los aminoacidos de todas las citoquinas yc identificadas en
ratones y seres humanos revel6 que la naturaleza quimica de los aminoacidos, por ejemplo, hidrofobicidad,
hidrofilicidad, naturaleza basica/acida, se conserva, si no es idéntica, en muchas posiciones en la hélice D en todos
los miembros de la familia de citoquinas yc. Por el contrario, la secuencia de IL-13, que esta relacionada con la
citoquina yc, IL-4, pero que no se une a la subunidad yc, no exhibe una homologia significativa en la regién de la
hélice D con las citoquinas yc, lo que sugiere que la homologia de secuencia en la region de la hélice D esta
correlacionada con la unién a la subunidad yc. Como se muestra en la Figura 1, el alineamiento de las secuencias
de aminoacidos de la region de la hélice D de los miembros de la familia de las citoquinas yc en seres humanos
revela un motivo de homologia de secuencia moderada en estas citoquinas, denominado en esta memoria "la caja

yc".

La caja yc comprende 19 aminoéacidos, en donde de las 19 posiciones, las posiciones 4, 5 y 13 estan
completamente conservadas como Fenilalanina, Leucina y Asparagina, respectivamente. Se observa una menor
conservacion en las posiciones 6, 7 y 11 de la caja yc, en donde el aminoacido es uno de dos o tres aminoacidos
relacionados que comparten propiedades fisico-quimicas: la posicién 6 puede estar ocupada por los aminoacidos
polares Glutamato, Asparagina o Glutamina; los aminoacidos no polares Serina o Arginina pueden ocupar la
posicion 7; y la posicion 11 estad ocupada por cualquiera de los aminoacidos alifaticos no polares Leucina o
Isoleucina. Las posiciones 9y 16 pueden estar ocupadas por el aminoacido no polar Isoleucina o el aminoacido
polar Lisina. Véase la Figura 1B. Se observan algunas diferencias en la composicion de los aminoacidos de la
caja yc en las posiciones 9 y 6 entre las subfamilias de las citoquinas yc. La comparacién de las citoquinas yc
entre especies indica que la Isoleucina esta presente en las posiciones 9y 6 en la subfamilia IL-2/15, mientras que
los otros miembros de la familia yc (p. €j., IL-4, IL-21) poseen Lisina en estas posiciones. Sin desear limitarnos a
una teoria en particular, la Isoleucina y la Lisina son bioguimicamente diferentes vy, por lo tanto, pueden impartir
diferencias conformacionales especificas entre la subfamilia IL-2/15 y otras citoquinas yc.

La conservacion del motivo de caja yc entre las citoquinas yc esta respaldada por los hallazgos de que un residuo
de Asparagina (Asn, Q) situado en la regidn de la hélice D es critico para la union de las citoquinas yc a la subunidad
yc. (Bernard etal., 2004 J. Biol. Chem. 279: 24313-21.)

Inhibidores Peptidicos de la Actividad de la Citoquina yc

La actividad de las citoquinas de la familia yc puede bloquearse alterando la interaccién entre la citoquina ycy la
subunidad yc, por ejemplo introduciendo un inhibidor competitivo que puede interactuar con la subunidad yc sin
estimular la sefializacién a través de los receptores de citoquinas de multiples subunidades. Sin limitarse a una
teoria en particular, el motivo conservado de la caja yc, que participa en la unién de las citoquinas de la familia yc
a la subunidad yc, presenta una secuencia de aminoacidos central que puede utilizarse para disefiar inhibidores
peptidicos de la sefializacion de las citoquinas yc.

La secuencia de aminoacidos de la caja yc central comprende: D/E-F-L-E/Q/N-S/R-X-I/K-X-L/I-X-Q (SEQ ID NO:
2) (en que X designa cualquier aminoacido). Las realizaciones descritas en esta memoria se refieren a derivados
peptidicos personalizados de la secuencia de aminoéacidos de la caja yc central que pueden inhibir la actividad de
una o mas citoquinas yc. Derivados peptidicos personalizados incluyen cualquier péptido cuya secuencia de
aminoacidos parcial muestra aproximadamente un 50 %, 50-60 %, 60-70 %, 70-80 %, 80 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98
%, 99 % 0 99,8 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de la caja yc central. Los derivados peptidicos
personalizados incluyen, ademas, cualquier péptido en el que una secuencia de aminoacidos parcial de ese
derivado peptidico comprende aminoacidos con propiedades fisico-quimicas similares a los aminoacidos de la caja
yc central. Por ejemplo, los aminoacidos con propiedades fisico-quimicas similares incluirian Fenilalanina, Tirosina,
Triptéfano e Histidina, que son aminoacidos aromaticos. La Figura 2 muestra una representacion esquematica de

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 989 085 T3

aminoacidos con propiedades fisico-quimicas similares que pueden sustituirse con los aminoacidos que
comprenden la caja yc central. Los derivados peptidicos de la caja yc central pueden tener una longitud de 11, 12,
13,14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 24, 25-30, 30-35, 35-40, 40-45, 45-50 o mas de 50 aminoacidos. En algunas
realizaciones, los derivados peptidicos personalizados pueden conjugarse con los extremos N, los extremos C y/o
con los residuos laterales de proteinas/péptidos bioldgicos existentes.

Basandose en la identificacién del motivo conservado de la caja yc en las citoquinas que se unen a la subunidad
yc, la solicitante ha ideado un nuevo péptido derivado personalizado de 19 meros que es un péptido compuesto
artificial que combina la secuencia de aminoéacidos de la caja yc de IL-2 e IL-15 humana. El péptido de 19 meros,
denominado en esta memoria BNZ-y, consiste en la secuencia de aminoacidos: |-K-E-F-L-Q-R-F-I-H-I-V-Q-S-|-I-
N-T-S (SEQ ID NO: 1), en que los aminodacidos representados por caracteres en negrita se conservan entre IL-2 e
IL-15 y los aminoacidos subrayados representan posiciones en las que se conservan las propiedades fisico-
quimicas de los aminoacidos.

La solicitante descubrid que el BNZ-y de 19 meros suprime la proliferacion celular inducida por IL-15 e IL-19, pero
no la proliferacién celular inducida por IL-2 o IL-4. Véase la Figura 3Ay el Ejemplo 2. La solicitante demostro,
ademas, que BNZ-y inhibe la fosforilacién mediada por IL-15 de la molécula de transduccidn de sefiales de
citoquinas intracelulares, STAT-5. Véanse la Figura 3C y el Ejemplo 5. Estos resultados demuestran que los
derivados peptidicos personalizados del motivo caja yc conservado pueden inhibir la actividad de multiples
citoquinas yc.

Varias partes de la divulgacion se refieren a péptidos derivados personalizados de la secuencia de aminoacidos
BNZ-y de 19 meros, |-K-E-F-L-Q-R-F-I-H-I-V-Q-S-I-I-N-T-S (SEQ ID NO: 1), que pueden inhibir la actividad de una
0 mas citoquinas yc. Derivados peptidicos personalizados de la secuencia de aminoacidos BNZ-y de 19 meros
incluyen cualquier péptido cuya secuencia parcial de aminoacidos muestra aproximadamente un 50 %, 50-60 %,
60-70 %, 70-80 %, 80 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 99,8 % de identidad con la secuencia de aminoacidos:
|-K-E-F-L-Q-R-F-I-H-I-V-Q-S-I-I-N-T-S (SEQ ID NO: 1). Los derivados peptidicos personalizados incluyen, ademas,
cualquier péptido en el que una secuencia de aminoacidos parcial de ese derivado peptidico comprende
aminoacidos con propiedades fisico-quimicas similares a los aminoacidos de secuencia: |-K-E-F-L-Q-R-F-I-H-I-V-
Q-S-I-I-N-T-S (SEQ ID NO: 1). En varias partes de la divulgacién, los residuos de aminoacidos de los péptidos
derivados personalizados conservan propiedades fisico-quimicas similares a los residuos de aminoacidos de BNZ-
y, pero exhiben una especificidad de inhibicidon biolégica diferente para los 6 miembros de |la familia de citoquinas
yc de la del péptido 19-mero original. Los derivados peptidicos de BNZ-y pueden tener una longitud de 19, 20, 21,
22, 24, 25-30, 30-35, 35-40, 40-45, 45-50 o mas de 50 aminoacidos. En algunas realizaciones, los derivados
peptidicos personalizados pueden conjugarse con los extremos N, los extremos C y/o con los residuos laterales
de proteinas/péptidos biolégicos existentes.

Varias partes de esta divulgacién se refieren a derivados peptidicos personalizados de los motivos de la caja yc de
IL-5, IL-2, IL-21, IL-4, IL-9 o IL-7, que se representan en la Figura 1A. Otras partes de esta divulgacion se refieren
a péptidos derivados personalizados que son péptidos compuestos artificiales que combinan la secuencia de
aminoacidos de dos 0 mas de los motivos de caja yc humanos de IL-5, IL-2, IL-21, IL-4, IL-9 e IL-7. Varias partes
de esta divulgacion se refieren a derivados peptidicos personalizados de los motivos de caja yc de IL-5, IL-2, IL-
21, IL-4, IL-9 o IL-7 que tienen una secuencia de aminoacidos parcial que muestra aproximadamente un 50 %, 50-
60 %, 60-70 %, 70-80 %, 80 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 99,8 % de identidad con las secuencias de
aminoacidos de los motivos de caja yc de IL-5, IL-2, IL-21, IL-4, IL-9 o IL-7. Derivados peptidicos personalizados
de los motivos de caja yc de IL-5, IL-2, IL-21, IL-4, IL-9 o IL-7 incluyen, ademas, cualquier péptido en el que una
secuencia de aminoacidos parcial de ese derivado peptidico comprende aminoacidos con propiedades fisico-
quimicas similares a los aminoacidos de la secuencia de los motivos de caja yc de IL-5, IL-2, IL-21, IL-4, IL-9 o IL-
7.

Varias partes de esta divulgacion se refieren a derivados peptidicos personalizados que inhibirian la funcién de
uno, todos o miembros selectivos de las citoquinas yc. En algunas partes de esta divulgacion, los derivados
peptidicos personalizados se dirigen selectivamente a miembros individuales de la familia de citoquinas yc. Por
ejemplo, un derivado peptidico personalizado puede inhibir selectivamente la funcién de IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15
0 IL-21. En otras partes de esta divulgacion, un derivado peptidico personalizado puede inhibir 2 0 mas miembros
de la familia de citoquinas yc. Por ejemplo, los derivados peptidicos personalizados de las presentes partes de
esta divulgacién pueden inhibir selectivamente la funcién de IL-2 en combinacidén con una o mas de IL-4, IL-7, IL-
9, IL-15 e IL-21; IL-4 en combinacién con uno o mas de IL-7, IL-9, IL-15 e IL-21; IL-7 en combinacién con una o
mas de IL-9, IL-15 e IL-21; IL-9 en combinaciéon con una o mas de IL-2, IL-4, IL-7, IL-15 e IL-21; IL-15 en
combinacién con una o mas de IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 e IL-21; 0 IL-21 en combinacién con una o mas de IL-2, IL-4,
IL-7, IL-9 e IL-15. En otras partes de esta divulgacion, los derivados peptidicos personalizados pueden fijar como
objetivo de manera integral a todos los miembros de la familia de citoquinas yc. Sin desear limitarnos a una teoria
en particular, los derivados peptidicos personalizados pueden inhibir la funcion de todos o de miembros selectivos
de las citoquinas yc al disminuir la unién de las citoquinas yc a la subunidad yc, por ejemplo, como un inhibidor
competitivo.  Derivados peptidicos personalizados de este tipo pueden utilizarse en diversas aplicaciones,
incluyendo como un farmaco clinico.
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Los términos "oligopéptido", "polipéptido"”, "péptido" y "proteina” se pueden utilizar indistintamente cuando se hace
referencia a los derivados peptidicos personalizados proporcionados de acuerdo con las presentes realizaciones
y se pueden utilizar para designar una serie de residuos de aminoacidos de cualquier longitud. Los péptidos de
acuerdo con las presentes realizaciones también pueden contener aminoacidos no naturales. Elementos de
enlazador se pueden unir a los péptidos de las presentes realizaciones a través de enlaces peptidicos 0 mediante
enlaces quimicos. Los péptidos de las presentes realizaciones pueden ser lineales o ciclicos, y pueden incluir
aminoacidos (D) asi como (L). Los péptidos de las presentes realizaciones también pueden contener uno o0 mas
aminoacidos raros (tales como 4-hidroxiprolina o hidroxilisina), acidos organicos o amidas y/o derivados de
aminoacidos comunes, tales como aminoacidos que tienen el carboxilato C-terminal esterificado (p. ej., éster
bencilico, metilico o etilico) 0 amidado y/o que tienen modificaciones del grupo amino N-terminal (p. €j., acetilacién
0 alcoxicarbonilamino), con o sin cualquiera de una amplia diversidad de modificaciones y/o sustituciones de la
cadena lateral (p. ej., metilacion, bencilacién, t-butilacion, tosilacién, alcoxicarbonilamino y similares). Residuos
distintos de los aminoacidos comunes que pueden estar presentes incluyen, pero no se limitan a penicilamina,
tetrametileno  cisteina, pentametileno cisteina, acido mercaptopropionico, acido pentametileno-
mercaptopropiénico, 2-mercaptobenceno, 2-mercaptoanilina, 2-mercaptoprolina, ornitina, acido diaminobutirico,
acido aminoadipico, acido m-aminometilbenzoico y acido diaminopropidnico.

Péptidos de las presentes realizaciones se pueden producir y obtener mediante diversos métodos conocidos por
los expertos en latécnica. Por ejemplo, el péptido se puede producir mediante ingenieria genética, basandose en
la secuencia de nucledtidos que codifica el péptido de las presentes realizaciones, o se puede sintetizar
quimicamente mediante sintesis de péptidos en fase sélida y similares, o puede producirse y obtenerse en su
combinacién. Un experto en la técnica puede sintetizar los derivados peptidicos personalizados basandose en la
presente divulgacion del motivo de caja yc conservado y el conocimiento de las propiedades bioquimicas de los
aminoacidos como se describe en la Figura 2. Algunas realizaciones también se refieren a polinucleotidos que
comprenden secuencias de nucledtidos que codifican los péptidos de la presente invencion. "Secuencia de
nucleétidos”, "polinucleotido” o "acido nucleico" se pueden utilizar indistintamente, y se entiende que significan
ADN de doble cadena, ADN de cadena sencilla o productos de transcripcién de dichos ADN (p. ej.0, moléculas de
ARN). Los polinucleotidos se pueden administrar a células o sujetos y se pueden expresar por las células o los
sujetos, en lugar de administrar los propios péptidos. Varias realizaciones se refieren también a construcciones
genéticas que comprenden una secuencia de polinucledtidos que codifica los péptidos de la presente invencion.
Las construcciones genéticas también pueden contener elementos reguladores adicionales tales como promotores
y potenciadores y, opcionalmente, marcadores seleccionables.

Métodos de tratamiento de enfermedades mediadas por citoquinas yc

Varias realizaciones se refieren al uso de péptidos antagonistas de yc en el tratamiento de enfermedades mediadas
por citoquinas yc. El uso de un derivado peptidico personalizado de acuerdo con las presentes realizaciones
permite flexibilidad en el disefio del agente terapéutico (disefio personalizado del péptido) y permite obtener
resultados méas completos, que no se lograrian con estrategias convencionales que emplean anticuerpos anti-
citoquinas o anti-receptores de citoquinas.

Se describe en esta memoria un nuevo método de bloquear la accidon de las citoquinas de la familia yc.
Manipulaciones de este tipo pueden producir métodos eficaces de intervenciones clinicas para tratar enfermedades
relacionadas con la desregulacién o disfuncion de las citoquinas yc. Ejemplos de enfermedades que pueden
tratarse alterando la interaccién entre la citoquina yc y la subunidad yc incluyen enfermedades autoinmunes tales
como lupus eritematoso sistémico, sindrome de Sjoegren, granulomatosis de Wegener, enfermedad celiaca,
tiroiditis de Hashimoto o autoinmune; enfermedades del colageno que incluyen artritis reumatoide, enfermedad
inflamatoria del intestino, diabetes mellitus, enfermedades autoinmunes de la piel tal como psoriasis; enfermedades
neuronales degenerativas tal como esclerosis multiple, uveitis o inflamacién del ojo y oftalmia simpatica,
enfermedad de injerto contra huésped (GvHD, por sus siglas en inglés) y miastenia grave.

En algunas realizaciones, los péptidos antagonistas de yc descritos en esta memoria pueden utilizarse en el
tratamiento de enfermedades asociadas con el virus linfotrépico humano 1 de células T de tipo | y Il (HTLV-1y
HTLV-II), incluidas la leucemia de células T del adulto (ATL, por sus siglas en inglés), la mielopatia/paraparesia
espastica tropical asociada con HTLV (HAM/TSP, por sus siglas en inglés) y otras enfermedades inflamatorias no
neoplasicas asociadas con HTLV, tales como uveitis (HU), artropatia, neumopatia, dermatitis, exocrinopatia y
miositis. En algunas realizaciones, los péptidos antagonistas de yc descritos en esta memoria pueden utilizarse
en el tratamiento de otras enfermedades virales, tales como la gripe, el SIDA, el VHB y el herpes, o enfermedades
parasitarias.

En varias realizaciones, los péptidos antagonistas de yc pueden administrarse antes, durante y/o después del
trasplante de diversos érganos como un agente inmunosupresor.

En algunas realizaciones, los péptidos antagonistas de yc descritos en esta memoria se pueden utilizar en el

tratamiento de enfermedades inmunomediadas tales como asma y otras enfermedades respiratorias inflamatorias,
tales como, pero no limitadas a sinusitis, fiebre del heno, bronquitis, enfermedad pulmonar obstructiva crénica
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(COPD, por sus siglas en inglés), rinitis alérgica, otitis aguda y crdnica, fibrosis pulmonar. En algunas
realizaciones, los péptidos antagonistas de yc se pueden administrar para tratar o prevenir reacciones alérgicas
debido a la exposicion a alérgenos, agentes quimicos u otras causas comunes de enfermedad respiratoria aguda.
En algunas realizaciones, los péptidos antagonistas de yc se pueden administrar para tratar o prevenir respuestas
inflamatorias provocadas por virus, bacterias, reactivos quimicos y reactivos bioquimicos.

En varias realizaciones, los péptidos antagonistas de yc se pueden administrar para tratar algunos tipos de
neoplasias malignas tales como leucemia LGL, linfoma intraepitelial y leucemia en enfermedad celiaca refractaria,
leucemia/linfoma NKy leucemia/linfoma NK-T.

En algunas realizaciones, los derivados peptidicos personalizados de acuerdo con las realizaciones descritas en
esta memoria se pueden utilizar para fines cosméticos, tales como el tratamiento del acné, la pérdida del cabello,
las quemaduras solares y el mantenimiento de las ufias, incluidos en unglentos como componente anti-
envejecimiento debido a su naturaleza antiinflamatoria

Varias realizaciones se refieren a péptidos antagonistas terapéuticos que inhibirian la funcién de todos o de
miembros selectivos de las citoquinas yc. En algunas realizaciones, los péptidos antagonistas terapéuticos inhiben
selectivamente a miembros individuales de la familia de citoquinas yc (péptidos personalizados). En otras
realizaciones, los péptidos antagonistas terapéuticos pueden inhibir de forma integral a todos los miembros de la
familia de citoquinas yc (Simul-Block). En algunas realizaciones, los péptidos antagonistas terapéuticos inhiben
selectivamente subconjuntos de las citoquinas yc. Sin desear limitarnos a una teoria en particular, los antagonistas
peptidicos pueden inhibir la funcién de todos o de miembros selectivos de las citoquinas yc disminuyendo la unién
de las citoquinas yc a la subunidad yc, por ejemplo, como un inhibidor competitivo.

Varios miembros de la familia de citoquinas yc, IL-2, IL-7 e IL-15, pero no IL-4, han sido implicados en la
enfermedad de injerto contra huésped (GvHD) en un modelo experimental de ratén. (Miyagawa et al., 2008 J.
Immunol. 181:1109-19.) Una realizacién se refiere al uso de péptidos antagonistas terapéuticos que inhiben
selectivamente la actividad de IL-2, IL-7 e |L-15 para el tratamiento de GvHD en seres humanos, permitiendo la
supervivencia de los tejidos injertados o las células de la médula dsea. Otras realizaciones se refieren al uso de
péptidos antagonistas terapéuticos que inhiben selectivamente una combinacién de IL-2 e IL-7, IL-2 e IL-15, 0 IL-
7 e |L-15 para tratar la GvHD. Otras realizaciones se refieren al uso de una combinacién de péptidos antagonistas
terapéuticos que inhiben selectivamente IL-2, IL-7 o IL-15.

Algunas realizaciones se refieren al uso de péptidos antagonistas terapéuticos que inhiben selectivamente la
funcién de IL-2 para el tratamiento de trastornos autoinmunes en los que se ha implicado a las T-regs como agentes
que desempefian un papel. En algunas realizaciones, la inhibicion mediada por péptidos de las T-regs puede
potenciar la inmunidad anticancerigena natural en seres humanos, lo que proporciona un nuevo medio de terapia
anticancerigena.

Varias realizaciones se refieren al uso de péptidos antagonistas terapéuticos que inhiben selectivamente |L-4 para
tratar el asma.

Algunas realizaciones se refieren al uso de péptidos antagonistas terapéuticos que inhiben selectivamente IL-7, ya
sea solos 0 en combinacidn con péptidos antagonistas terapéuticos que inhiben selectivamente el miembro de la
familia de citoquinas yc, IL-15, como un agente terapéutico para la leucemia LGL. En algunas realizaciones, los
péptidos antagonistas terapéuticos que inhiben selectivamente tanto la actividad de IL-7 como de IL-15 se pueden
utilizar para tratar la leucemia LGL. Varias realizaciones se refieren al uso de BNZ-y para tratar la leucemia LGL.
En algunas realizaciones, se utilizan péptidos antagonistas yc especificos que inhiben selectivamente IL-15 solos
0 péptidos antagonistas yc especificos que inhiben selectivamente IL-15 e |L-7 como un agente terapéutico para
la leucemia asociada a linfocitos T CD4/CD8, incluida la provocada por el HTLV-1.

Varias realizaciones se refieren al uso de péptidos antagonistas de yc que inhiben selectivamente |la actividad de
IL-9, ya sea solos 0 en combinacion con otros miembros de la familia de citoquinas yc, como un agente terapéutico
para enfermedades humanas que implican el desarrollo anormal de células Th17.

Varias realizaciones se refieren al uso de péptidos antagonistas terapéuticos que inhiben selectivamente la
actividad de IL-15 como agente terapéutico para el tratamiento de la CD. Una publicacion reciente sugirié que IL-
21, ademas de IL-15, puede desempefiar un papel en la patogénesis de la CD. (Véase Bodd et al., 2010, Mucosal
Immunol. 3:594-601.) Esto sugiere que el tratamiento éptimo de la CD mediante anticuerpos anti-citoquina o anti-
receptor de citoquina convencionales se beneficiaria de una combinacién de al menos dos anticuerpos que
reconozcan componentes que pertenecen a los sistemas IL-15 e IL-21. En algunas realizaciones, se utilizan
péptidos antagonistas derivados personalizados que inhiben selectivamente tanto la actividad de IL-15 como de
IL-21 como agente terapéutico para el tratamiento de la CD.

Ademas de tener aplicaciones terapéuticas, los péptidos antagonistas de yc también tienen aplicaciones en
productos de consumo. Varias realizaciones se refieren al uso de péptidos antagonistas de yc en productos para
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el cuidado de la piel, tales como aplicaciones anti-envejecimiento, antiinflamatorias, anti-acné y otras aplicaciones
relacionadas. Algunas realizaciones se refieren con el uso de péptidos antagonistas de yc en productos para el
cabello como ingrediente anticaida del cabello para tratar la caida del cabello provocada por trastornos
autoinmunes.

Otra parte de esta divulgacién se refiere al desarrollo de compuestos quimicos (no peptidicos, no proteicos) que
tienen una estructura espacial que se asemeja a la secuencia de aminoacidos de 19 meros |-K-E-F-L-Q-R-F-I-H-I-
V-Q-S-I-I-N-T-S (SEQ ID NO: 1) y que pueden encajar en el bolsillo de la subunidad yc para impedir
estructuralmente el acceso de una citoquina yc a la subunidad yc para la unién. Algunas realizaciones se refieren
al uso de compuestos quimicos estructuralmente similares como inhibidores de la actividad de la citoquina yc.
Una estrategia de mimetismo molecular de este tipo para refinar adicionalmente el desarrollo de compuestos
sintéticos que se asemejan en estructura a péptidos/proteinas biolégicas existentes se describe en Orzaez et al.,
2009 Chem. Med. Chem. 4:146-160. Otra parte de esta divulgacién se refiere a la administracion de compuestos
quimicos (no peptidicos, no proteicos) que tienen una estructura 3D similar a la secuencia de aminoacidos de 19
meros |-K-E-F-L-Q-R-F-I-H-I-V-Q-S-I-I-N-T-S (SEQ ID NO: 1) para tratar enfermedades mediadas por citoquinas
yc.

Varias partes de esta divulgacion se refieren a la administracion de un péptido de secuencia de aminoacidos |-K-
E-F-L-Q-R-F-I-H-I-V-Q-S-I-I-N-T-S (SEQ ID NO: 1) para tratar enfermedades mediadas por citoquinas yc. Otra
parte de esta divulgacion se refiere a la administracion de péptidos derivados de la secuencia de aminoacidos |-K-
E-F-L-Q-R-F-I-H-I-V-Q-S-I-I-N-T-S (SEQ ID NO: 1), en donde la secuencia de aminoéacidos del péptido derivado
tiene propiedades fisico-quimicas similares a un péptido de la secuencia de aminoacidos |-K-E-F-L-Q-R-F-I-H-I-V-
Q-S-I-I-N-T-S (SEQ ID NO: 1), pero tiene una actividad biolégica distinta, para tratar enfermedades mediadas por
citoquinas yc. Otra parte de esta divulgacion se refiere a la administracidon de un péptido de la secuencia de
aminoacidos |-K-E-F-L-Q-R-F-I-H-I-V-Q-S-I-I-N-T-S (SEQ ID NO: 1) conjugado con los extremos Ny C o con los
residuos secundarios de proteinas/péptidos bioldgicos existentes en pacientes para tratar enfermedades mediadas
por citoquinas yc.

Varias partes de esta divulgacién se refieren a la administracién de anticuerpos policlonales y monoclonales
generados contra un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos |-K-E-F-L-Q-R-F-I-H-I-V-Q-S-I-I-N-T-S
(SEQ ID NO: 1) en pacientes como un inmundgeno para tratar enfermedades mediadas por citoquinas yc. Otra
parte de esta divulgacién se refiere a la administracién de anticuerpos policlonales y monoclonales que se
generaron contra péptidos derivados de la secuencia de aminoacidos |-K-E-F-L-Q-R-F-I-H-I-V-Q-S-I-I-N-T-S (SEQ
ID NO: 1) en donde la secuencia de aminoéacidos del péptido derivado tiene propiedades fisico-quimicas similares
a un péptido de la secuencia de aminoécidos |-K-E-F-L-Q-R-F-I-H-I-V-Q-S-I-I-N-T-S (SEQ ID NO: 1), pero tiene
una actividad biolégica distinta, en pacientes como un inmundgeno para tratar enfermedades mediadas por
citoquinas yc.

Administracién de péptidos antagonistas de yc

Las presentes realizaciones también abarcan el uso de péptidos antagonistas de yc para la fabricacién de un
medicamento para el tratamiento de una enfermedad. Las presentes realizaciones también abarcan una
composicion farmacéutica que incluye péptidos antagonistas de yc en combinacidn con un soporte
farmacéuticamente aceptable. La composicion farmacéutica puede incluir un soporte farmacéuticamente
aceptable y una cantidad terapéuticamente eficaz no tdxica de péptidos antagonistas de yc, u otras composiciones
de las presentes realizaciones.

Las presentes realizaciones proporcionan métodos para utilizar composiciones farmacéuticas que comprenden
una cantidad eficaz de antagonistas de las citoquinas yc en un diluyente o soporte adecuado. Un antagonista yc
de las presentes realizaciones se puede formular de acuerdo con métodos conocidos utilizados para preparar
composiciones farmacéuticamente Utiles. Un antagonista yc se puede combinar en una mezcla, ya sea como Unico
material activo o con otros materiales activos conocidos, con diluyentes farmacéuticamente adecuados (p. €j.,
fosfato, acetato, Tris-HCI), conservantes (p. ej., timerosal, alcohol bencilico, parabenos), compuestos
emulsionantes, solubilizantes, adyuvantes y/o soportes tales como albumina de suero bovino. Soportes
adecuados y sus formulaciones se describen en Remington's Pharmaceutical Sciences, 162 ed. 1980 Mack
Publishing CO. Adicionalmente, composiciones de este tipo pueden contener un antagonista de yc complejado
con polietilenglicol (PEG), iones metalicos, o pueden incorporarse en compuestos poliméricos tales como acido
poliacético, acido poliglicdlico, hidrogeles, etc., 0 pueden incorporarse en liposomas, microemulsiones, micelas,
vesiculas unilamelares o multilamelares, fantasmas de eritrocitos o esferoblastos. Composiciones de este tipo
influiran en el estado fisico, la solubilidad, |la estabilidad, la tasa de liberacion in vivo y la tasa de aclaramiento in
vivo de un antagonista de yc. Un antagonista de yc puede conjugarse con anticuerpos contra antigenos, receptores
y ligandos especificos para células, o puede acoplarse a ligandos para receptores especificos para tejidos.

Métodos de administrar antagonistas yc de las presentes realizaciones pueden seleccionarse segun corresponda,

dependiendo de factores tales como el tipo de enfermedades, el estado de los sujetos y/o el sitio a fijar como
objetivo. Los antagonistas de yc pueden administrarse por via topica, oral, parenteral, rectal o por inhalacion. El
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término "parenteral" incluye inyecciones subcutaneas, intravenosas, intramusculares, intraperitoneales,
intracisternales o técnicas de infusién. Estas composiciones incluiran tipicamente una cantidad eficaz de un
antagonista de yc, solo o en combinacidén con una cantidad eficaz de cualquier otro material activo. La cantidad
del péptido contenido en las composiciones farmacéuticas de las presentes realizaciones, la forma de dosificacién
de las composiciones farmacéuticas, la frecuencia de administracién y similares pueden seleccionarse segun
corresponda, dependiendo de factores tales como el tipo de enfermedades, el estado de los sujetos y/o el sitio a
fijar como objetivo. Dosificaciones y concentraciones deseadas del farmaco de este tipo contenidas en las
composiciones pueden variar en funcion de muchos parametros, incluyendo el uso previsto, el peso corporal y la
edad del paciente y la via de administracion. Primero se realizaran estudios piloto utilizando estudios con animales
y luego se realizara el escalado para la administracion en seres humanos de acuerdo con la practica aceptada en
la técnica.

En una parte de la divulgacién, las células huésped que han sido modificadas genéticamente con un polinucleétido
que codifica al menos un péptido antagonista de yc se administran a un sujeto para tratar un trastorno de
proliferacién y/o para reducir el crecimiento de células malignas. El polinucleétido es expresado por las células
huésped, produciendo con ello los péptidos dentro del sujeto. Preferiblemente, las células huésped son alogénicas
0 autégenas para el sujeto.

En un aspecto adicional, los péptidos antagonistas de yc se pueden utilizar en combinacién con otras terapias, por
ejemplo, terapias que inhiben la proliferacion y el crecimiento de células cancerosas. La expresién "terapia de
combinacién" abarca la administracion de péptidos antagonistas de yc y un agente terapéutico adicional como
parte de un régimen de tratamiento especifico destinado a proporcionar un efecto beneficioso a partir de la accién
conjunta de estos agentes terapéuticos. La administracion de estos agentes terapéuticos en combinacion se lleva
a cabo, tipicamente, durante un periodo de tiempo definido (habitualmente minutos, horas, dias o semanas,
dependiendo de la combinacion seleccionada).

Una terapia de combinacién pretende abarcar la administracién de estos agentes terapéuticos de una manera
secuencial, es decir, en donde cada uno de los agentes terapéuticos se administra en un momento diferente, asi
como la administracién de estos agentes terapéuticos, o al menos dos de los agentes terapéuticos, de una manera
sustancialmente simultanea. La administracion sustancialmente simultdnea se puede lograr, por ejemplo,
administrando al sujeto una sola capsula que tenga una relacion fija de cada uno de los agentes terapéuticos o en
multiples capsulas individuales para cada uno de los agentes terapéuticos. La administracidon secuencial o
sustancialmente simultanea de cada uno de los agentes terapéuticos se puede efectuar por una via apropiada que
incluye, pero no se limita a, vias orales, vias intravenosas, vias intramusculares y absorcion directa a través de
tejidos de membranas mucosas. Estos agentes terapéuticos se pueden administrar por la misma via o por vias
diferentes. La secuencia en la que se administran los agentes terapéuticos no es estrictamente critica.

La terapia de combinacion también puede abarcar la administracién de los agentes terapéuticos como se describio
arriba en combinacion adicional con otros ingredientes biolégicamente activos (tales como, pero no limitados a un
segundo agente terapéutico diferente) y terapias no farmacolégicas (tales como, pero no limitadas a cirugia o
tratamiento de radiacién). En los casos en los que la terapia de combinacién comprende, ademas, tratamiento
de radiacion, el tratamiento de radiacion puede realizarse en cualquier momento adecuado siempre que se logre
un efecto beneficioso de la accidn conjunta de la combinacién de los agentes terapéuticos y el tratamiento de
radiacion. Por ejemplo, en casos apropiados, el efecto beneficioso se logra todavia cuando el tratamiento de
radiacion se retira temporalmente de la administracién de los agentes terapéuticos, quizas durante dias o incluso
semanas.

En determinadas partes de esta divulgacion, los péptidos antagonistas de yc se pueden administrar en combinacién
con al menos un agente antiproliferativo seleccionado del grupo que consiste en un agente quimioterapéutico, un
antimetabolito, y un agente antitumoral, y un agente antimitético, y un agente antiviral, y un agente antineoplasico,
un agente inmunoterapéutico y un agente radioterapéutico.

En determinadas partes de esta divulgacion, los péptidos antagonistas de yc se pueden administrar en combinacién
con al menos un agente antiinflamatorio seleccionado del grupo que consiste en esteroides, corticosteroides y
farmacos antiinflamatorios no esteroides.

También se describen aqui kits para llevar a cabo cualquiera de los métodos anteriores. Los kits pueden incluir un
antagonista de yc de acuerdo con las presentes realizaciones. En algunas partes de esta divulgacién, el kit puede
incluir instrucciones. Las instrucciones pueden estar en forma escrita o pictografica, o pueden estar en medios
grabados que incluyen cintas de audio, CD de audio, cintas de video, DVD, CD-ROM o similares. Los kits pueden
comprender un empaquetamiento.

Definiciones

Tal como se utiliza en esta memoria, el término "paciente" se refiere al receptor de un tratamiento terapéutico e
incluye todos los organismos dentro del reino animal. En realizaciones preferidas, el animal pertenece a la familia
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de los mamiferos, tales como seres humanos, bovinos, ovinos, porcinos, felinos, bufalos, caninos, cabras, equinos,
burros, ciervos y primates. El animal mas preferido es el ser humano.

Tal como se utiliza en esta memoria, el término "tratar" o cualquier variacion del mismo (p. ej.,., tratamiento,
tratando, etc.), se refiere a cualquier tratamiento de un paciente a quien se ha diagnosticado una afeccién biolégica,
tal como leucemia CD4, CD8 y LGL, una enfermedad autoinmune, lupus eritematoso sistémico, sindrome de
Sjoegren, granulomatosis de Wegener, enfermedad celiaca, tiroiditis de Hashimoto, una enfermedad del colageno,
artritis reumatoide, enfermedad inflamatoria intestinal, diabetes mellitus, psoriasis, una enfermedad neuronal
degenerativa, esclerosis multiple, uveitis, inflamacion del ojo, enfermedad de injerto contra huésped (GvHD),
miastenia grave, enfermedades asociadas con 1-virus linfotrépico de células T humanas de tipo | y I (HTLV-I y
HTLV-Il), leucemia de células T del adulto (ATL), mielopatia asociada a HTLV/paraparesia espastica tropical.
(HAM/TSP), uveitis (HU), artropatia, neumopatia, dermatitis, exocrinopatia, miositis, influenza, SIDA, VHB, herpes,
asma, sinusitis, fiebre del heno, bronquitis, enfermedad pulmonar obstructiva cronica (COPD), rinitis alérgica, oftitis
aguda y crénica, fibrosis pulmonar, leucemial/linfoma NK y leucemia/linfoma NK-T. El término tratar, tal como se
utiliza en esta memoria, incluye: (i) prevenir o retrasar la presentacién de sintomas asociados con la condicién
bioldgica de interés en un paciente en riesgo que aun no ha presentado sintomas asociados con la condicién
bioldgica; (i) mejorar los sintomas asociados con la condicién biolégica de interés en un paciente a quien se ha
diagnosticado la condicién biolégica; (iii) prevenir, retrasar 0 mejorar la presentacién de sintomas asociados con
complicaciones, afecciones o enfermedades asociadas con la condicién biolégica de interés en un paciente en
riesgo o0 un paciente a quien se ha diagnosticado la condicion biolégica; (iv) ralentizar, retrasar o detener la
progresion de la condicion biolégica; y/o (v) prevenir, retrasar, retardar, detener o mejorar los eventos celulares de
la inflamacion.

El término "sintoma(s)", tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a signos o indicaciones comunes de que un
paciente sufre una afeccién o enfermedad especifica.

La expresion "cantidad eficaz", tal como se utiliza en esta memoria, se refiere ala cantidad necesaria para provocar
la respuesta biolégica deseada. De acuerdo con las presentes realizaciones, una cantidad eficaz de un antagonista
de yc es la cantidad necesaria para proporcionar un efecto observable en al menos un factor biolégico para su uso
en el tratamiento de una afeccidn biolégica.

"Tecnologia de ADN recombinante" o "recombinante” se refiere al uso de técnicas y procesos para producir
polipéptidos especificos a partir de células u organismos microbianos (p. ej., bacterianos, de levadura), de
invertebrados (insectos), de mamiferos (p. ej., animales o plantas transgénicos) que han sido transformados o
transfectados con secuencias de ADN clonadas o sintéticas para permitir la biosintesis de péptidos heterologos.
El patrén de glicosilacién nativo solo se lograra con un sistema de expresién de células de mamiferos. Los
sistemas de expresién procariotas carecen de la capacidad de agregar glicosilacion a las proteinas sintetizadas.
Las células de levaduras e insectos proporcionan un patréon de glicosilacion Unico que puede ser diferente del
patrén nativo.

Una "secuencia de nucleétidos" se refiere a un polinucleétido en forma de un fragmento separado o como un
componente de una construccion de ADN mas grande que se ha derivado de ADN o ARN aislado al menos una
vez en forma sustancialmente pura, libre de materiales endégenos contaminantes y en una cantidad o
concentracion que permite la identificacién, manipulacién y recuperacion de sus secuencias de nucleétidos
componentes mediante métodos de biologia molecular estandar (como se describe en Current Protocols in
Molecular Biology).

"Vector de expresion recombinante” se refiere a un plasmido que comprende una unidad transcripcional que
contiene un conjunto de (1) un elemento o elementos genéticos que tienen un papel regulador en la expresién
génica, incluyendo promotores y potenciadores, (2) una estructura o secuencia codificante que codifica el
polipéptido de acuerdo con las presentes realizaciones, y (3) una secuencia de iniciacion de la transcripcién y la
traduccién apropiada y, si se desea, secuencias de terminacion. Elementos estructurales destinados a su uso en
sistemas de levaduras y mamiferos incluyen preferiblemente una secuencia sefial que permite la secrecidon
extracelular de polipéptidos traducidos por células huésped de levaduras o mamiferos.

"Sistema de expresidon microbiana recombinante” se refiere a un monocultivo sustancialmente homogéneo de
microorganismos calientes adecuados, por ejemplo, bacterias tales como E. coli, o levaduras tales como S.
cerevisiae, que han integrado de manera estable una unidad transcripcional recombinante en ADN cromosémico
o portan la unidad transcripcional recombinante como un componente de un plasmido residual. Generalmente, las
células huésped que constituyen un sistema de expresién microbiana recombinante son la progenie de una Unica
célula ancestral transformada. Los sistemas de expresién microbiana recombinante expresaran polipéptidos
heterélogos tras la induccidn de los elementos reguladores vinculados a una secuencia de nucleétidos estructural
que se ha de expresar.

Los siguientes Ejemplos se presentan con fines ilustrativos y no deben interpretarse como limitaciones.
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EJEMPLOS

EJEMPLO 1

Método para Evaluar la Actividad Inhibidora del Péptido Antagonista de yc

La capacidad de cualquier péptido derivado personalizado preparado de acuerdo con las presentes realizaciones
para inhibir la accion de un miembro de la familia de citoquinas yc se determina utilizando ensayos celulares de
mamiferos para medir su respuesta proliferativa al miembro de la familia de citoquinas yc.

Para cada una de las seis citoquinas yc, las lineas de células indicadoras: CTLL-2, una linea de células T CD8
murinas disponible de American Type Culture Collection, y PT-18, una linea de mastocitos murinos y su subclon
PT-18B, se transfectan con el gen IL-2Rp humano para hacer que las células respondan a IL-2 e IL-15 (Tagaya et
al., 1996, EMBO J. 15:4928-39), y se utilizan para determinar cuantitativamente la actividad promotora del
crecimiento de la citoquina yc (Véase Current protocols in Immunology de Wiley and Sons para una referencia
metodoldgica). Las células indicadoras demuestran una respuesta dependiente de la dosis semilineal cuando se
miden mediante un ensayo colorimétrico WST-1 en un intervalo de concentraciones (Véase Clontech PT3946-1y
el manual del usuario asociado, incorporado aqui como referencia, para obtener una descripcién detallada de los
reactivos y métodos). Unavez que se determinan las dosis adecuadas de la citoquina que producen la respuesta
maxima del 50 % y del 95 % de la linea celular indicadora, se afiaden diversas concentraciones (que varian de 1
pM a 10 uM) del péptido derivado personalizado purificado o sintetizado a cada uno de los pocillos que contienen
la citoquina y células indicadoras. La reduccidn en la absorbancia de la luz a 450 nm se utiliza como un indicador
de la inhibicidon de la proliferacidn celular estimulada por citoquinas. Tipicamente, las células son estimuladas por
las citoquinas de modo que la absorbancia del pocillo que contiene la linea celular indicadora y la citoquina esta
entre 2,0y 3,0, que se reduce a un intervalo de 0,1 a 0,5 mediante la adicién de péptidos inhibidores.

EJEMPLO 2

El péptido BNZ-y Inhibe Especificamente las Actividades Promotoras del Crecimientode IL9 elL-15

Utilizando células PT-18f como se describié arriba, se determiné la capacidad del péptido BNZ-y de inhibir
especificamente la actividad promotora del crecimiento de citoquinas yc seleccionadas (Figura 3A). IL-3, una
citoquina no yc que sustenta el crecimiento de las células PT-188, se utilizé como control negativo. Brevemente,
células PT-18B se incubaron con dos diluciones diferentes del péptido BNZ-y producido por células HEK293T
(diluciéon 1:20 o 1:50 del sobrenadante original de células HEK293T transfectadas con una construccion de
expresion de BNZ-y) o sin el péptido BNZ-y en presencia de IL-3, IL-9, IL-15 o IL-4 (1 nM de cada citoquina en el
cultivo). Las respuestas de crecimiento de las células se determinaron 2 dias después de la introducciéon del
péptido BNZ-y y la citoquina utilizando el ensayo WST-1. La actividad promotora del crecimiento de IL-3 (una
citoquina distinta de yc) no fue inhibida por BNZ-y. En contraposicién, la actividad de IL-15 e IL-9 fue
significativamente reducida (p < 0,01 test t de Student) por el péptido BNZ-y. La proliferacién celular estimulada
por IL-4, otra citoquina yc, no se vio afectada por la adicién del péptido BNZ-y. Los resultados para IL-3, IL-9, IL-
15 e IL-4 se muestran en la Figura 3A.

En un ensayo similar, se utilizé la linea celular murina CTTL2. En este ensayo, las células se cultivaron con IL-2
0,5 nM recombinante en RPMI suero fetal bovino al 10 %. Para preparar el ensayo de proliferacion, las células se
lavaron de las citoquinas 3 veces Las células se sembraron a razén de 1 x 10(5) células por pocillo de una placa
de 96 pocillos con una concentracion final de 50 pM de IL-2 0 IL-15. Se afiadieron diversas concentraciones de
péptido BNZ-y (0,1, 1y 10 ug/ml) a cada uno de los pocillos. Las células se cultivaron durante 20 horas y en las
Ultimas 4 horas, se afladio 3H-timidina a las placas. Las células se recogieron utilizando un lector de placas. Los
datos se muestran en la Figura 3B.

EJEMPLO 3

Método para Medir la Actividad Inhibidora de la Citoquina yc mediante el Anadlisis _de 3H-timidina
Incorporacién como un Marcador de la Proliferacién Celular

La inhibicién de la proliferacion inducida por citoquinas yc de una poblacién de células indicadoras por péptidos
derivados personalizados antagonistas se mide mediante el ensayo de incorporacién de 3H-timidina. Brevemente,
se administra timidina radiomarcada (1 microCi) a 20-50.000 células que experimentan proliferacion en presencia
de citoquinas. La radiactividad incorporada a las células se mide atrapando la radiactividad unida a las células en
un filtro de fibras de vidrio utilizando maquinas cosechadoras convencionales (Ejemplo, Filtermate Universal
Harvester de Perkin-Elmer), después de lo cual se mide la radiactividad utilizando un contador b (Ejemplo contador
de centelleo de microplacas Trilux 1450).

EJEMPLO 4
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Método para Medir la Actividad de Inhibicién de la Citoquina yc mediante el Analisis de la Incorporacién de
un

Colorante Cell-Tracker como Marcador de la Proliferacién Celular

Células indicadoras se incuban en presencia de una citoquina yc seleccionada o en presencia de una citoquina yc
seleccionada y un péptido derivado personalizado seleccionado. A continuacién, la poblacidon celular se marca in
vitro utilizando un colorante cell tracker, por ejemplo, CMFDA, C2925 de Invitrogen, y se controla la disminucion
de la fluorescencia verde celular en cada division celular utilizando un citémetro de flujo (por ejemplo, Beckton-
Dickinson FACScalibur). Tipicamente, en respuesta a la estimulacién con citoquina yc, apareceran en el canal de
fluorescencia verde de 7~10 picos diferentes correspondientes al nimero de divisiones que han experimentado
las células. La incubacién de las células con la citoquina yc seleccionada y el péptido derivado personalizado
antagonista reduce el numero de picos a solo 1 a 3, dependiendo del grado de inhibicién.

EJEMPLO 5

Inhibicién de la Sefializacién Intracelular por BNZ-y y sus Antagonistas Derivados

Ademas de estimular la proliferacién celular, la union de las citoquinas yc a sus receptores provoca una serie
diversa de eventos intracelulares. (Rochman et al. 2009 Nat. Rev. Immunol. 9:480-90, Pesu et al. 2005 Immunol.
Rev. 203:127-142.) Inmediatamente después de que la citoquina se une a su receptor, una tirosina quinasa
denominada Jak3 (Janus-quinasa 3) es reclutada hacia el receptor en la membrana plasmatica. Esta quinasa
fosforila los residuos de tirosina de multiples proteinas, incluyendo la subunidad yc, STATS (Transductor de Sefial
y Activador Transcripcional 5) y subunidades de la PI3 (Fosfatidilinositol 3) quinasa. Entre estos, la fosforilacién
de STATS ha sido implicada en muchos estudios como vinculada a la proliferacién de células iniciada por la
citoquina yc. (Revisado en Hennighausen y Robinson, 2008 Genes Dev. 22:711-21.) De acuerdo con estos datos
publicados, se examiné si el péptido BNZ-y inhibe o no la fosforilacion de tirosina de la molécula STATS en células
PT-18B estimuladas por IL-15 (los resultados se muestran en la Figura 3C).

Las células PT-18p fueron estimuladas por IL-15 en presencia o ausencia del péptido BNZ-y. Las proteinas
citoplasmaticas se extrajeron de las células de acuerdo con un método convencional como se describe en Tagaya
etal. 1996 EMBO J. 15:4928-39. Las proteinas citoplasmaticas extraidas se resolvieron utilizando una SDS-PAGE
(siglas inglesas de electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio) estandar y el estado de
fosforilacion se confirmoé mediante un anticuerpo anti-fosfo-STATS (Cell Signaling Technology, Catalogo n° 9354,
Danvers MA) utilizando inmunotransferencia (véase la Figura 3C, panel superior). Para confirmar que cada pista
representaba una carga proteica total similar, se desprendid la membrana y se volvid a sondear con un anticuerpo
anti-STATS (Cell Signaling Technology, Catalogo n° 9358) (véase la Figura 3C, panel inferior).

Estos resultados demostraron que la fosforilacion de tirosina de STATS, un marcador de la transduccién de sefiales,
fue inducida por IL-15 en células PT-18B, y la fosforilacion de tirosina de STATS fue marcadamente reducida por
el péptido BNZ-y.

EJEMPLO 6

Disefio Racional de Péptidos Antagonistas Derivados de BNZ-y

Los péptidos derivados se preparan a partir de la secuencia central D/E-F-L-E/Q/N-S/R-X-I/K-X-L/I-X-Q (SEQ ID
NO: 2) (en que X designa cualquier aminoacido) sustituyendo los aminoacidos definidos de la secuencia central
con aminoacidos que tienen propiedades fisico-quimicas idénticas como se designa en la Figura 2.

EJEMPLO 7

Método para Identificar la Especificidad Inhibitoria de Péptidos Derivados Personalizados Antagonistas

La especificidad inhibidora de la citoquina yc de los péptidos derivados personalizados antagonistas se determina
ensayando la capacidad de un péptido derivado personalizado de inhibir la respuesta proliferativa de una linea
celular sensible a las citoquinas a cada una de las 6 citoquinas yc. Por ejemplo, se utiliza una linea celular de
ratén, CTLL-2, para determinar si un péptido candidato inhibe la funcién de IL-2 e IL-15. Se utilizan células PT-
18(B) para determinar si un péptido candidato inhibe la funcién de IL-4 e IL-9. Se utilizan células PT-18(7a) para
determinar si un péptido candidato inhibe la funcidon de IL-7, y se utilizan células PT-18(21a) para determinar si un
péptido candidato inhibe la funcién de IL-21. PT-18(B) designa un subcldon de células PT-18 que expresan
exdgenamente IL-2RB humano mediante transfeccion génica (Véase Tagaya et al. 1996), PT-18(7a) desigha un
subclén que expresa IL-7Ra humano mediante transfeccion génica y las células PT-18(21Ra) expresan IL-21 Ra
humano.
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Otra alternativa es utilizar otras lineas celulares que respondan a una serie de citoquinas. Un ejemplo de esta
linea celular es una linea celular NK humana NK92 que esta disponible comercialmente por ATCC (catalogo n°
CRL-2407). Esta linea celular es una linea celular dependiente de IL-2 que responde a otras citoquinas,
incluyendo IL-9, IL-7, IL-15, IL-12, IL-18, IL-21 (Gong et al. 1994 Leukemia 8. 652-658, Kingemann et al., 1996,
Biol Blood Marrow Transplant 2:68;75, Hodge DL et al., 2002 J. Immunol. 168:9090-8)

EJEMPLO 8

Preparacién de Péptidos Antagonistas de yc

Los péptidos antagonistas de yc derivados personalizados se sintetizan quimicamente mediante procesos
manuales y automatizados.

Sintesis manual: se emplea la sintesis clasica en fase liquida, que implica acoplar el grupo carboxilo o el extremo
C de un aminoacido al grupo amino o el extremo N de otro. Alternativamente, se utiliza la sintesis de péptidos en
fase sélida (SPPS, por sus siglas en inglés).

Sintesis automatizada: Muchas compafiias comerciales proporcionan la sintesis automatizada de péptidos a
cambio de un coste. Estas compafiias utilizan diversos sintetizadores de péptidos comerciales, incluyendo los
sintetizadores proporcionados por Applied Biosystems (ABl). Los péptidos antagonistas de yc derivados
personalizados se sintetizan mediante sintetizadores de péptidos automatizados.

EJEMPLO 9

Produccién Biolégica de Péptidos Antagonistas yc Derivados Personalizados

Utilizando Tecnologia Recombinante

Un péptido antagonista yc derivado personalizado se sintetiza bioldgicamente como un pro-péptido que consiste
en un péptido marcador apropiado, un péptido sefial o un péptido derivado de una proteina humana conocida que
potencia o estabiliza la estructura del péptido BNZ-y y mejora su actividad biolégica. Si se desea, se debe disefiar
una secuencia de escision enzimatica apropiada que proceda al extremo N del péptido para eliminar la etiqueta o
cualquier parte del péptido de la proteina final.

Se inserta una secuencia de nucleotidos que codifica el péptido derivado personalizado con un coddn de
terminacion en el extremo 3' en un vector comercial con una porcion de etiqueta derivada de tiorredoxina de E. coli
y una secuencia de péptido especial que es reconocida y digerida por una enzima proteolitica apropiada (por
ejemplo, enteroquinasa) que interviene entre la porcion de etiqueta y la secuencia de nucledtidos que codifica el
péptido derivado personalizado y el codon de terminacién.  Un ejemplo de un vector adecuado es el plasmido
pThioHis disponible de Invitrogen, CA. Se pueden utilizar otros vectores de expresién.

EJEMPLO 10

Conjugacioén de BNZ-y v Derivados con Proteinas Portadoras para Fines de Inmunizacién y Generacién de
anticuerpos anti-BNZ-y

BNZ-y y otros péptidos derivados personalizados se utilizan para inmunizar animales para obtener anticuerpos
policlonales y monoclonales. Los péptidos se conjugan con el extremo N o C de las proteinas portadoras
apropiadas (por ejemplo, albumina de suero bovino, hemocianina de lapa bocallave (KLH, por su siglas en inglés),
etc.) mediante métodos convencionales utilizando glutaraldehido o éster de m-maleimidobenzoil-N-
hidroxisuccinimida. Los péptidos conjugados junto con un adyuvante apropiado se utilizan luego para inmunizar
animales tales como conejos, roedores o burros. Los anticuerpos resultantes se examinan para determinar su
especificidad utilizando métodos convencionales. Si los anticuerpos resultantes reaccionan con el péptido
inmunogénico, se testan luego para determinar su capacidad de inhibir |a actividad de citoquinas yc individuales
de acuerdo con los ensayos de proliferacion celular descritos en los Ejemplos 1-3.  Debido a la naturaleza
compuesta de los péptidos derivados, es posible generar un Unico anticuerpo que reconozca dos citoquinas
diferentes simultaneamente, debido a la naturaleza compuesta de estos péptidos.

EJEMPLO 11

Método para la Produccién a Gran Escala de Péptidos Antagonistas de yc Derivados Personalizados

Las proteinas recombinantes se producen a gran escala mediante el uso de un sistema libre de células como se
describe en otra parte. (Véase Takai et al., 2010 Curr. Pharm. Biotechnol. 11(3):272-8.) Brevemente, los ADNc
que codifican el péptido antagonista de yc y una etiqueta se subclonan en un vector apropiado (Véase Takai et al.,
2010 Curr. Pharm. Biotechnol. 11(3):272-8), que se somete a transcripcién in vitro, seguida inmediatamente por
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una traduccion in vitro para producir el péptido marcado. El pro-polipéptido se purifica entonces utilizando un
anticuerpo inmovilizado que reconoce el epitopo marcado, se trata con la enzima proteolitica y el material eluido
(que contiene principalmente el péptido derivado personalizado de interés) se testa en cuanto a su pureza
utilizando Tricine-SDS-PAGE al 18 % convencional (Invitrogen) y tincion de Comassie convencional. Si no se
alcanza la pureza deseada del péptido (> 98 %), la mezcla se somete a HPLC (cromatografia liquida de alto
rendimiento) convencional para una purificacién adicional.

EJEMPLO 12

Uso de Péptidos Antagonistas de yc Derivados Personalizados para Bloquear la Funcién de las Citoquinas
en HAM/TSP

La mielopatia asociada a HTLV-1 (HAM, por sus siglas en inglés)/paraparesia espastica tropical (TSP, por sus
siglas en inglés) es una mielopatia progresiva crénica que se observa en algunas personas infectadas con el virus
linfotrépico humano de células T de tipo 1 (HTLV-1). La infiltracidn de linfocitos en la médula espinal esta asociada
con la respuesta inmunitaria al HTLV-1 y da como resultado la liberacion de determinadas citoquinas. Algunas de
estas citoquinas también pueden dafiar los nervios.

Los pacientes con HAM/TSP muestran un estado elevado del sistema inmunitario que es similar al observado en
enfermedades autoinmunes (Oh et al. 2008 Neurol Clin. 26:781-785). Este estado elevado se demuestra por la
capacidad de las células T de pacientes con HAM/TSP de experimentar una proliferaciéon espontanea en un cultivo
ex vivo durante aproximadamente una semana en ausencia de citoquinas afiadidas exogenamente. La
proliferaciéon espontéanea de células T en pacientes con HAM/TSP se atribuye, al menos en parte, a los bucles
autocrinos/paracrinos de IL-2, IL-9 e IL-15.  Se ha demostrado que la adicion de anticuerpos blogueadores contra
los receptores de IL-2 o IL-15 puede inhibir la proliferacién espontanea de células T en un sistema de cultivo ex
vivo de HAM/TSP. Estas observaciones, junto con otros datos derivados de estudios ex vivo, han proporcionado
la justificacién para llevar dos anticuerpos monoclonales (una cadena alfa del receptor anti-IL-2 o anti-Tac y una
cadena beta del receptor anti-IL-15) a la clinica para el tratamiento de HAM/TSP (Azimi et al. 2001 Proc. Natl. Acad.
Sci. 98:14559-64., Azimi et al., 1999 J. Immunol 163:4064-72). Antagonistas del receptor anti-citoquina de acuerdo
con las realizaciones descritas en esta memoria, no solo serian valiosos como un agente inmunomodulador
terapéutico para el tratamiento de HAM/TSP, sino que la modulacion de la respuesta inmune en HAM/TSP por
antagonistas del receptor anti-citoquina de acuerdo con las presentes realizaciones actla como una prueba de
concepto para el uso de los antagonistas del receptor anti-citoquina de acuerdo con las presentes realizaciones en
el tratamiento de otras enfermedades autoinmunes.

Para demostrar la eficacia de los péptidos antagonistas de yc derivados personalizados de acuerdo con las
realizaciones descritas en esta memoria, los autores de la invencién testaron la capacidad del péptido BNZ-y de
bloguear la respuesta inmunitaria a HTLV-l en un ensayo de proliferacion espontanea de células T utilizando un
sistema de cultivo ex vivo de HAM/TSP.  Se realizaron ensayos de proliferacion en muestras de sangre de
pacientes con HAM/TSP con y sin la adicion de BNZ-y. Estos ensayos evaluaron la capacidad de BNZ-y de
bloquear la funcion de las citoquinas, tales como IL-2 e IL-15, presentes en el cultivo de sangre de pacientes con
HAM/TSP ex vivo y prevenir la proliferacion espontanea de células T en estas muestras.

En un ensayo de proliferacion espontanea de células T ex vivo, se cultivaron PBMC de pacientes con HAM/TSP a
tazén de 1 x 10(6) células por pocillo de una placa de 96 pocillos en RPMI-FCS al 10 %. Se afiadieron
concentraciones crecientes de péptido BNZ-y a cada uno de los pocillos. Como control, se utilizé un péptido
irrelevante de manera similar. Las células se incubaron en una incubadora de CO2 a 37 °C durante 3, 4y 6 dias.
Se afiadié la cantidad de 1 uCi de 3H-timidina a las células. Después de una incubacion adicional de 6 horas, se
recogieron las células y se midio su tasa de proliferacion. Los datos de un paciente con HAM/TSP representativo
se muestran en la Figura 4A-D. Como se indica en la Figura 4, el péptido BNZ-y inhibe la proliferacién espontanea
de células T en el cultivo de HAM/TSP a una concentracion de aproximadamente 1 ug/ml.

En este ensayo se midieron ademas otros marcadores inmunologicos. El porcentaje de células CD8 especificas
para el virus se midié durante el cultivo ex vivo utilizando tetrameros de proteinas virales. La poblacion de células
CD4+CD25+, un marcador de activacion de células T, asi como la tincion de Ki67, un marcador de la proliferacién
de células T, se monitorizaron en un ensayo de citometria de flujo.

Se pueden utilizar otras formas del derivado peptidico BNZ-y conjugado en un ensayo futuro similar. Incluyen
albumina, BSA, PEG que se pueden conjugar con el péptido después de la sintesis quimica. Otras formas
biolégicas del conjugado peptidico BNZ-y pueden incluir regiones de entidades proteicas conocidas (incluyendo,
pero no limitadas a la regién Fc de IgG humana) que se condensan al derivado peptidico BNZ-y.

EJEMPLO 13
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Método de tratamiento de la Leucemia de células T del Adulto (ATL) en un Paciente Humano mediante la
Administracién de

Péptido Antagonista de yc Derivado Personalizado

Se identifica un paciente humano que padece Leucemia de células T del Adulto. Se administra al paciente una
dosis eficaz, determinada por el médico, de un péptido antagonista de yc derivado personalizado, por ejemplo,
BNZ-y, durante un periodo de tiempo determinado por el médico. Se determina que el tratamiento es eficaz si el
paciente entra en remisién.

EJEMPLO 14

Método de tratamiento de HAM/TSP en un Paciente Humano mediante la Administracion de un Péptido
Antagonista de yc Derivado Personalizado

Se identifica un paciente humano que padece HAM/TSP. Se administra al paciente una dosis eficaz, determinada
por el médico, de un péptido antagonista de yc derivado personalizado, por ejemplo, BNZ-y, durante un periodo de
tiempo determinado por el médico. Se determina que el tratamiento es eficaz si los sintomas del paciente mejoran
0 si se ha detenido o ralentizado la progresién de la enfermedad.
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REIVINDICACIONES

1. Un péptido compuesto que comprende una secuencia de aminoacidos de la caja yc central D/E-F-L-E/Q/N-S/R-
X-IK-X-LN-X-Q (SEQ ID NO: 2) que es de 11 aminoacidos de longitud, en donde el primer X es un aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en W, F y L, el segundo X es un aminoacido seleccionado del grupo que
consiste en H, T, Ey S, y el tercer X es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en V, F, C, Ly M, en
donde dicha secuencia de aminoacidos de la caja yc central comprende un material compuesto artificial que
combina las secuencias de aminoacidos de dos o mas de los motivos de la cajayc IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 e IL-
21 humana y en donde los péptidos compuestos comprenden 19 aminoéacidos.

2. El péptido compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el péptido compuesto comprende una
secuencia de aminoacidos de la caja yc central que muestra al menos un 80 % de identidad con |la secuencia de
aminoacidos de un motivo de caja yc seleccionada del grupo que consiste en IL-2, IL-4, IL-7 IL-9, IL-15 e IL-21.

3. El péptido compuesto de la reivindicacion 1 o 2, en donde el péptido compuesto inhibe la actividad de al menos
dos citoquinas seleccionadas del grupo que consiste en IL-2, IL-9 e IL-15.

4. El péptido compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde el péptido compuesto esta
conjugado en los extremos N, los extremos C o el residuo lateral de una proteina o péptido bioldgico existente.

5. El péptido compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, para uso en mejorar o tratar una enfermedad
mediada por citoquina yc, seleccionada del grupo que consiste en: leucemia CD4, leucemia CDS8, leucemia LGL,
lupus eritematoso sistémico, sindrome de Sjégren, miastenia grave, granulomatosis de Wegener, enfermedad
celiaca, tiroiditis de Hashimoto, artritis reumatoide, enfermedad inflamatoria intestinal, diabetes mellitus, psoriasis,
esclerosis multiple, uveitis, inflamacion del ojo, miastenia grave y enfermedad de injerto contra huésped (GvHD).

6. El péptido compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, para uso en mejorar o tratar una mielopatia
asociada a HTLV (HAM)/paraparesia espastica tropical (TSP).

7. El péptido compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, para uso en leucemia de células T del
adulto (ATL) y otras enfermedades inflamatorias no neoplasticas asociadas con HTLV, tales como uveitis (HU),
artropatia, neumopatia, dermatitis, exocrinopatia y miositis.

8. El péptido compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, para uso en mejorar o tratar una enfermedad
respiratoria inflamatoria.

9. El péptido compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde la enfermedad respiratoria
inflamatoria se selecciona del grupo consistente en: asma, sinusitis, fiebre del heno, bronquitis, enfermedad
pulmonar obstructiva cronica (COPD), rinitis alérgica, otitis aguda y crénica y fibrosis pulmonar.

10. Un uso no médico del péptido compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, para un fin cosmético.
11. El uso no médico de acuerdo con la reivindicacidn 10, en donde el fin cosmético se selecciona del grupo

consistente en acné, pérdida del cabello, quemaduras solares, mantenimiento de las ufias y apariencia de
envejecimiento.
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