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DESCRIPCION
Péptidos antiinflamatorios

La presente invencion se refiere, entre otras cosas, a un procedimiento para mejorar una afeccién cutanea
inflamatoria. Se sabe que las afecciones cuténeas inflamatorias estan asociadas con una alteracién de la expresion
de quimiocinas y citocinas y, en particular, con un aumento de la actividad de citocinas proinflamatorias tales como
interleucina (IL)-10, IL-1B y el factor de necrosis tumoral o (TNF-a)). Se sabe que estas mismas citocinas también
juegan papeles fundamentales en el inicio de respuestas inmunes cutaneas, y de hecho proporcionan sefales
obligatorias para la migracién de células de Langerhans (CL) epidérmicas desde la piel. EI movimiento de CL desde
la epidermis, y su acumulacién posterior en ganglios linfaticos que drenan a la piel proporciona un mecanismo para
el transporte de antigenos a los sitios (ganglios linfaticos regionales) en los que se inducen las respuestas inmunes
primarias.

La presente invencién se basa en el sorprendente descubrimiento de que ciertos péptidos derivados de tiorredoxina
pueden inhibir la migracién de CL epidérmicas — consecuente con una alteracién de la expresién de citocinas
proinflamatorias — cuando se aplican tépicamente a la piel.

De esta manera, de acuerdo con la presente invenciéon se proporciona un péptido que comprende la secuencia de
aminoacidos KMIKP, en el que el péptido comprende no mas de 10 aminoacidos y en el que el péptido puede inhibir
la migracion de células de Langerhans inducida por alérgeno.

El péptido de la presente invencién se selecciona del grupo que consiste en:-
CGPCKMIKP (SEC ID N2: 9);

AGPAKMIKP (SEC ID N2 11);y

KMIKP (SEC ID Ne¢: 13)

La presente invencion proporciona ademas una composicién farmacéutica que comprende un péptido de acuerdo
con la presente invencion. Preferentemente, la composicion farmacéutica se selecciona del grupo que consiste en
una solucion, un gel, una locién, una pomada, una crema y una pasta.

La presente invencidén también se refiere al uso de un péptido de acuerdo con la presente invencién como producto
farmacéutico.

La afeccion cutanea inflamatoria se selecciona del grupo que consiste en psoriasis, liquen plano, eccema atopico,
dermatitis de contacto alérgica o irritante, urticaria de contacto, eccema infantil y acné vulgar.

La presente invenciéon se refiere ademas a una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido de la
presente invencion.

La presente invencioén se refiere ademas a un procedimiento para la fabricacion del péptido. Cuando es apropiado, el
péptido se fabrica por sintesis quimica usando procedimientos bien conocidos por el experto en la materia. Para
péptidos de mayor tamafo, también es posible usar tecnologias de ADN recombinante para proporcionar los
péptidos, de nuevo usando procedimientos bien conocidos para el experto en la materia.

Lista de Figuras
En todas las figuras, “OX” = oxazolona.

Figura 1 Migracion de células de Langerhans epidérmicas — experimento de respuesta a la dosis para el péptido
1.
Figura 2 Migracién de células de Langerhans epidérmicas — experimento de respuesta a la dosis para el péptido

3.

Figura 3 Migracién de células de Langerhans epidérmicas — experimento comparativo de péptido 1 frente a
péptido 3.

Figura 4 Migracion de células de Langerhans epidérmicas — experimento de respuesta a la dosis para el péptido
7

Figura 5 Migracion de células de Langerhans epidérmicas — dos preparaciones independientes de péptido 3 (3-1
y 3-2) y péptido RV-1.

Figura 6 Migracién de células de Langerhans epidérmicas — experimento de respuesta a la dosis para el péptido
RV-1.

Figura 7 Migracién de células de Langerhans epidérmicas — experimento comparativo que muestra la actividad
del péptido 3, péptido RV-1 y el nonamero (CGPCKMIKP).

Figura 8 Migracion de células de Langerhans epidérmicas — experimento de respuesta a la dosis para el
nonamero (CGPCKMIKP).

Figura 9 Migracion de células de Langerhans epidérmicas — experimento para investigar si el péptido
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nonamérico (CGPCKMIKP) afecta a la migracion de células de Langerhans inducida por IL-13 o TNF-c.

Figura 10  Migracion de células de Langerhans epidérmicas — experimento de control que muestra la actividad del
nonamero (CGPCKMIKP) y un nonamero “scrambled” (de secuencia alterada) (IPCMPKCKG).

Figura 11 Migracion de células de Langerhans epidérmicas — experimento comparativo que muestra la actividad
del nonamero (CGPCKMIKP) y el péptido KMIMP.

Figura 12  Migracion de células de Langerhans epidérmicas — experimento comparativo que muestra la actividad
de la tiorredoxina humana (SEC ID N¢: 14), el péptido nonamérico (CGPCKMIKP), el péptido KMIKP y
el péptido CGPC.

Figura 13  Migracion de células de Langerhans epidérmicas — experimento comparativo que muestra la actividad
del péptido nonamérico (CGPCKMIKP), un nonamero “scrambled” sin cisteina (IPAMPKAKG) y el
péptido nonamérico sin cisteina (AGPAKMIKP).

Ejemplos

Se sintetizaron quimicamente los siguientes péptidos

Péptido 1 VKQIESKTAFQEALDAAGDK (SEC ID Ne: 1)
Péptido 2 AAGDKLVWDFSATWCGPCK (SEC ID N°: 2)
Péptido 3 CGPCKMIKPFFHSLSEKYSN (SEC ID N2: 3)
Péptido 4 EKYSNVIFLEVDVDDCQDVA (SEC ID N¢: 4)
Péptido 5 CQDVASECEVKCMPTFQFFK (SEC ID N2: 5)
Péptido 6 FQFFKKGQKVGEFSGANKEK (SEC ID N2: 6)
Péptido 7 ANKEKLEATINELV (SEC ID N2: 7)

Péptido RV1 SATYCGPCKMIKP (SEC ID N2: 8)

Péptido nonamérico CGPCKMIKP (SEC ID N®: 9)

Nonamero scrambled IPCMPKCKG (SEC ID N¢: 10)

Nonamero sin cisteina AGPAKMIKP (SEC ID N¢: 11)

Nonamero sin cisteina scrambled IPAMPKAKG (SEC ID N%: 12)

“KMIKP” KMIPK (SEC ID N¢: 13)

En algunos de los experimentos también se incluye tiorredoxina humana recombinante (rhTRX) (SEC ID N®: 14).

MVKQIESKTAFQEALDAAGDKLVVVDFSATWCGPCKMIKPFFHSLSEKYSNV
FLEVDVDDCQDVASECEVKCMPTFQFRKKGQK VGEFSGANKEKLEATINEL
V (SEC ID N°; 14)

Se realizan diversos estudios titulares para examinar el efecto de cada uno de los polipéptidos mencionados
anteriormente sobre la migracion de Células de Langerhans (CL) inducida por alérgeno (oxazolona). Las
aplicaciones son en ug a menos que se indique otra cosa.

Experimento 1.

El objetivo de este experimento es determinar si la aplicacién tdpica del péptido 1 puede influir en la integridad de la
migracion de CL inducida por la exposicion posterior en el mismo sitio a oxazolona, un potente alérgeno de contacto
que se sabe que produce la movilizacion de CL. En la Figura 1 se ilustran los resultados de un experimento
representativo. Los resultados revelan que la exposicién previa al péptido 1 no inhibe la migracion de CL inducida
por alérgeno.

Experimento 2.

El objetivo de este experimento es determinar si la aplicacién tépica del péptido 3 puede influir en la integridad de la
migracion de CL inducida por una exposicion posterior en el mismo sitio a oxazolona. En la Figura 2 se ilustran los
resultados de 3 experimentos independientes. Los resultados revelan que la exposicion previa al péptido 3 en todos
los casos produce una inhibicion completa (o casi completa) de la migracion de CL inducida por alérgeno a la mayor
concentracién (0,5 pg) ensayada. En dos de los tres experimentos hay alguna indicacién de una inhibicion
relacionada con la dosis de la migraciéon de CL inducida por alérgeno por el péptido 3. La conclusion extraida es que
el péptido 3 aplicado tépicamente puede inhibir uno 0 mas procesos biolégicos necesarios para la movilizacion
eficaz y la migracién de CL en respuesta a un estimulo, en este caso el alérgeno de contacto oxazolona.

Experimento 3.

El objetivo de este experimento es realizar un andlisis comparativo simultaneo del péptido 1 y el péptido 3. Los
resultados del experimento se ilustran en la Figura 3 — y confirman los hallazgos de los experimentos previos. Es
decir, la exposicion previa al péptido 3 produce una inhibicién sustancial de la migracién de CL inducida por
alérgeno, mientras que una exposicion previa idéntica al péptido 1 no inhibe la migracién de CL inducida por
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alérgeno.
Experimento 4.

El objetivo de este experimento es determinar si la aplicacién tépica del péptido 7 puede influir en la integridad de la
migracion de CL inducida por una exposicion posterior en el mismo sitio a oxazolona. En la Figura 4 se ilustran los
resultados de un experimento representativo. Los resultados revelan que la exposicion previa al péptido 7 no inhibe
la migracion de CL inducida por alérgeno.

Experimento 5.

El objetivo de este experimento es determinar si hay alguna variacién de actividad entre lotes de sintesis de péptidos
(pep3-1 y pep-3-2) y también ensayar la actividad del péptido RV-1. En la Figura 5 se ilustran los resultados de un
experimento representativo. Los resultados revelan que la exposicion previa al péptido RV-1 no inhibe la migracion
de CL inducida por alérgeno — y que sélo se observa una pequefia variacién de actividad entre los lotes de sintesis
de péptido.

Experimento 6.

El objetivo de este experimento es examinar la respuesta a la dosis del péptido RV-1. En la Figura 7 se ilustran los
resultados de un experimente representativo.

Experimento 7.

El objetivo de este experimento es comparar la actividad del péptido 3, péptido RV-1 y el nonamero (CGPCKMIKP).
En la Figura 7 se ilustran los resultados de un experimento representativo. Estos resultados muestran que todos los
péptidos ensayados son activos.

Experimento 8.

El objetivo de este experimento es examinar la respuesta a la dosis del péptido nonamérico (CGPCKMIKP). En la
Figura 8 se ilustran los resultados de un experimento representativo. Los resultados del experimento confirman la
actividad del péptido nonamérico a todas las dosis ensayadas.

Experimento 9.

El objetivo de este experimento es investigar si el péptido nonamérico (CGPCKMIKP) podria afectar a la migracién
de células de Langerhans inducida por IL-18 o TNF-o. En la Figura 9 se ilustran los resultados de un experimento
representativo. Estos resultados revelan que la exposicion tdpica previa al péptido nonamérico puede producir una
inhibicion casi completa de la migracién de células de Langerhans inducida por la inyeccion intradérmica (id) de
TNF-o homologo. Por el contrario, el péptido nonamérico aplicado de la misma manera carece de influencia sobre la
integridad de la migracion de células de Langerhans provocada por la administracién id de IL-1B homéloga. La
interpretacién es que la administracion topica del péptido nonamérico esta asociada con una perturbacion de la
funcién de IL-1B.

Experimento 10.

El objetivo de este experimento de control es examinar la actividad del nonamero (CGPCKMIKP) y un nonéamero
“scrambled” de control (IPCMPKCKG). En la Figura 10 se ilustran los resultados de un experimento representativo.
Los resultados muestran que el orden de los aminoacidos en el péptido nonamérico es importante para conservar la
actividad bioldégica — ya que el nonamero scrambled, que comprende los mismos aminoacidos que el nonamero, no
es biolégicamente activo.

Experimento 11.

El objetivo de este experimento es confirmar la actividad del nonamero (CGPCKMIKP) y examinar la actividad del
péptido KMIMP — que, segun se muestra, es activo. En la Figura 11 se ilustran los resultados de un experimento
representativo.

Experimento 12.

El objetivo de este experimento comparativo es mostrar la actividad de la tiorredoxina humana recombinante (hTRX)
(SEC ID N¢: 14), de la que derivan los péptidos de la presente invencion, el péptido nonamérico (CGPCKMIKP), el
péptido KMIKP y el péptido CGPC. Todos los péptidos se aplicaron en dosis equimolares (1,38 uM) — lo cual
equivale a 0,5 ug de hTRX, 0,04 pg del péptido nonamérico, 0,025 ug del péptido KMIKP y 0,016 pg del péptido
CGPC. En la Figura 12 se ilustran los resultados de un experimento representativo — en el que puede verse que
todos excepto el péptido CGPC parecen presentar actividad biolégica.
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Experimento 13.

El objetivo de este experimento es comparar la actividad del péptido nonamérico (CGPCKMIKP), un nonamero
“scrambled” sin cisteina de control (IPCMPKCKG) y el péptido nonamérico sin cisteina (AGPAKMIKP). En la Figura
13 se ilustran los resultados de un experimento representativo — donde puede verse que el péptido nonamérico
(CGPCKMIKP) y el péptido nonamérico sin cisteina (AGPAKMIKP) son activos mientras que el nonamero
“scrambled” sin cisteina de control no lo es.

LISTADO DE SECUENCIAS
<210>1

<211> 20

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido Sintético
<400> 1

val Lys Gln Ile Glu Ser Lys Thr Ala Dhe Gln Glu Ala Leu Asp Ala
1 s 10 15

. Ala Gly Asp Lye
20

<210> 2

<211> 20

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido Sintético
<400> 2

ARla Ala Gly Asp Lys Leun Val Val Val Asp Phe Ser Ala Thr Trp Cys
1 L 10 15
Gly Pro Cys Lys )

29

<210>3

<211> 20

<212> PRT

<213> Attificial

<220>

<223> Péptido Sintético
<400> 3

Cys Glf Pro Cye# Lys Mat Ile Eys Pro Phe Phe Hig Ser Leu Sexr Glu

1 5 14 : 15
- Lys Tyr Ber Rsn :
20
<210> 4
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<211> 20

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> Péptido Sintético
<400> 4

&lu Lys Tyr Ser Asn Val Ile Phe Leu Glu Val hAsp Val Asp Asp Cys
1 L 1¢ 15

Glp Asp Yal Ala
29

<210>5

<211> 20

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido Sintético

<400> 5
Cys Gln Asp Val Ala Ser Glu Cys Glu Val Lys Cys Met Pro Tl;r Phe
1 5 1C 1

Gln Phe Phe Lys
20

<210> 6

<211> 20

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> Péptido Sintético

<400> 6

Phe Gln Phe Phe Lys Lys Gly @ln Lys Val Gly Glu Phe Ser G;y Ala
1 ] 10 - - : 1

asn Lys Glu Lys
z0

<210>7

<211>14

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido Sintético
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<400>7

Ala Asn Lys Glu Lys Leu Glu Ala Thr Ile Asn Glu Leu Val
1 5 ' 10

<210> 8

<211> 13

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido Sintético
<400> 8

Sar Ala Thr Tyr Cys Gly Pro Cys Lys Met Ile Lys Fro
1 5 10

<210>9
<211>9
<212> PRT
<213> Attificial
<220>
<223> Péptido Sintético
<400>9
Cya .Gl}' Pro Cys Lys Met Ile Ly=s Pro
1 S
<210> 10
<211>9
<212> PRT
<213> Attificial
<220>
<223> Péptido Sintético
<400> 10

Il= Pro Cye Mac Pro Lvs C}'ElL}FE CGly
1 -]

<210> 11
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial
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<220>
<223> Péptido Sintético
<400> 11

Ala Gly Pro Ala Lys Met Ile Ly= Pro
1 s .

<210> 12

<211>9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido Sintético
<400> 12

Ile Pro Ala Mek Pro Lys Ala Lys Gly
i s

<210> 13

<211>5

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido Sintético
<400> 13

Lya Met Ile Pro Lys
L1 5

<210> 14

<211> 105

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14
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Met Val Lys Gin Ile Glu Ser Lve Thr Ala Phe Glp Glv Ale Leu Rzp

1 5 ' _ 10 15
Ala Ala Qly Asp Lys Le=u Val Val ¥al Aszp Phe Ser Ala Thr Trp C¥s
20 25 30
1y Pro Cys Lys Mst Ils Lys Pro Phe Phe His Ser Leu Ser Glu Lys
as 40 - 45
Tyr Ser Asn Val Ile Fhe Leu lu Wal Asp Val Asp Asp Cys Gln Aap:
S0 55 &0 :
Yal Rla Ser Glu Cys dlu Val Lys Cya Mst Fro Thr Phe Gln Phe Fhe
65 70 - 75 BO
Lyes Lys Gly Gln Lys Val Gly Glu Phe ZSer dly Ala Asn Lys Glu Lys
ES =11 EL
Leu Glu Ala Thr Ile Asn Glu Leu Val
: 160 105
<210> 15
<211> 16
<212> PRT
<213> Atrtificial
<220>

<223> Péptido Sintético
<400> 15

Lys Met Ile Lys Pro Phe Phe His Ser Leu Ser Glu Lys Tyr Ser Asn
2 ' L) . 10 15

<210> 16

<211> 16

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido Sintético
<400> 16

Cys Gly Pro Cys Ly=s Met Ile Lys BEro Phe Fha His Ser Leu Ser Glu
1 5 ' 10 : 15

<210> 17

<211> 20

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido Sintético

<400> 17
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Ala Gly Pro Ala Lys Het I1a Lys Pro Phe Fhe His Ser Leu Ser Glu
1 5 ip 15
Lys Tyr Ser Asn

: 20

<210> 18

<211> 13

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido Sintético
<400> 18

Sar ala Thr Tyr Cys Gly Pro Cyo Lys Met Ile Lys Pre
1 & 10

<210>19

<211> 12

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido Sintético
<400> 19

Trp Cy= Gly Pro Cy= Lys Met Ila Lya Pre Phe Pha
] 5 10

10
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REIVINDICACIONES

1. Un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos KMIKP, en el que el péptido consiste en no mas de 10
aminoacidos y en el que el péptido es capaz de inhibir la migracién de células de Langerhans inducida por alérgeno,
en el que el péptido comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en la SEC ID
N¢: 9; SEC ID N2 11;y SEC ID N°: 13.

2. Una composicién farmacéutica que comprende un péptido de acuerdo con la reivindicacién 1.

3. Una composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 2, en la que la composicion se selecciona del
grupo que consiste en una solucion, un gel, una locién, una pomada, una crema y una pasta.

4. Un péptido de acuerdo con la reivindicacion 1, para uso como un producto farmacéutico.

5. Uso de un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos KMIKP, en el que el péptido consiste en no mas
de 10 aminoécidos, y en el que el péptido es capaz de inhibir la migracién de células de Langerhans inducida por
alérgeno, en el que el péptido comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en la
SEC ID N%: 9; SEC ID N2 11; y SEC ID N2 13, en la fabricacion de un medicamento tdpico para el tratamiento de
una afeccién cutanea inflamatoria.

6. Uso de acuerdo con la reivindicacién 5, en el que dicha afeccion cutanea inflamatoria se selecciona del grupo que
consiste en psoriasis, liqguen plano, eccema atopico, dermatitis de contacto alérgica o irritante, urticaria de contacto,
eccema infantil y acné vulgar.
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5

Péptido 3 de TRX (3-1 y 3-2) frente a RV-1
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 13
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